





Uber Grenzdextrine und Stirke. 
, XIII. Mitteilung: 
Spezifitit der Amylasen und Produkte ihrer Wirkung. 
Von 
K. Myrbick und K. Ahlborg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm. ) 
(Eingegangen am 5. November 1941.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die gew6hnlichen Amylasen fiihren bekanntlich im allgemeinen 
keine vollstandige Verzuckerung der Starke herbei, sondern die Ausbeute 
an Maltose, die immer als das normale Hauptprodukt anzusehen ist, 
betragt meistens nur etwa 80°. Neben Maltose werden die Grenz- 
dextrine gebildet. Als Erklarung der Grenzdextrinbildung wurde an- 
genommen (1), dafi die Verzuckerung der Starke durch die gewéhn- 
lichen Amylasen (Malz-, Taka-, Speichel- und Pankreasamylase) in der 
Regel nur solche Teile der Stairkemolekiile trifft, die , normal‘, d. h. 
ausschlieBlich aus durch Maltosebindungen verkniipften Glucoseresten 
aufgebaut sind, wahrend anders gebaute Teile, die ,,Anomalien‘‘ ent- 
halten, nicht verzuckert werden, sondern als Grenzdextrine zuriick- 
bleiben. Da8 solche Anomalien, jedenfalls in der Form «-glykosidischer 
1,6-Bindungen in den Grenzdextrinen und also auch in der Starke, 
wahrscheinlich als Verzweigungen der Ketten, vorkommen, ist be- 
wiesen (2). 

Schon friih fand man, daB die sogenannte Verzuckerungsgrenze 
meistens nicht sehr scharf ist. Eine wenn auch sehr langsame ,,Nach- 
verzuckerung“ (d. h..ein Anstieg des Reduktionswertes der Versuchs- 
mischung) tritt manchmal ein. Diese Nachverzuckerung kann selbst- 
verstandlich oft durch eine Spaltung der Maltose durch die Maltase 
vorgetauscht sein; sie besteht aber oft in einer Spaltung der Grenz- 
dextrine in vergirbare Zucker oder in andere Dextrine niedrigeren 
Molekulargewichts. Dies geht unter anderem daraus hervor, daB die 
Ausbeute an Grenzdextrin je nach der Einwirkungszeit und der Herkunft 
des Enzympraparats erheblich schwanken kann. Zur Erklarung der 
Nachverzuckerung kann angenommen werden: 


1. daB die eigentlichen Amylasen auch die anormal gebauten 
Starkedextrine spalten kénnen, daB aber die Geschwindigkeit dieser 
Spaltung im Verhaltnis zu der der normalen Starkespaltung sehr klein 
ist, oder 
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2. dab die Amylasen in Kombination mit bestimmten Aktivatoren 


die Fahigkeit zur Grenzdextrinspaltung erlangen, oder 

3. daB die eigentlichen Amylasen nur die normalen Starketeile 
spalten, daB aber in den natiirlicher, Amylasepraparaten noch andere. 
ihnliche Enzyme (Glykosidasen) vorkommer., die auch andere Bin- 
dungen als Maltosebindungen (z. B. Isomaltosebindungen) angreifen 
k6énnen. 

Die Annahme | fallt sofort aus, da leicht zu zeigen ist, daB die 
Geschwindigkeit der Grenzdextrinspaltung (Nachverzuckerung) mit der 
der Starkespaltung gar nicht parallel geht. Verschiedene Praparate 
von Malzamylase mit derselben Wirkung auf Starke zeigen verschiedene 
Dextrinspaltung usw. 

Die Annahme 2 wurde von H. Pringsheim gemacht. Er fand, dah 
bestimmte Praparate, wie z. B. Hefeautolysate (,,Komplemente“), die 
Amylasen zur Spaltung der Grenzdextrine befahigten. Viele Autoren 
konnten aber die Ergebnisse Pringsheims nicht bestatigen. In diesem 
Laboratorium konnten wir nie eine Wirkung der von Pringsheim als 
Komplemente angesprochenen Praparate sicher beobachten. Wir 
wollen aber nicht bezweifeln, daB die von Pringsheim beobachtete 
Nachverzuckerung durch gewisse der sogenannten Komplementpraparate 
hervorgerufen werden kann; wir sind aber der Ansicht, daB eine solche 
Wirkung darauf beruht, daB die ,,Komplementpraparate‘‘ dextrin- 
spaltende Fermente enthalten. Wir meinen also, daB die oben unter 3 
gegebene Erklarung die richtige ist; sie ist ja auch viel einfacher als die 
an sich eigentiimliche Annahme der Spezifitatserweiterung der Amylasen 
durch die Komplemente. Die Ursache der Nachverzuckerung und der 
davon bedingten unregelmaBigen Ausbeute an Grenzdextrinen erklart 
sich einfach durch die Annahme, da8 in den Amylasepraparaten Glyko- 
sidasen vorhanden sind, die im Gegensatz zu den Amylasen die Grenz- 
dextrine angreifen kénnen, sei es daB sie sowohl die normalen wie die 
anormalen Bindungen spalten kénnen oder jedenfalls solche in unmittel- 
barer Nahe der Anomalien befindlichen normalen Bindungen angreifen. 
die von den Amylasen nicht gelést werden. 

Da nun die anormalen Bindungen wenigstens gréBenteils «-glyko 
sidische 1,6-Bindungen sind, so liegt es natiirlich nahe, die Wirkung der 
Amylasepraparate gegeniiber der sogenannten Isomaltose zu _priifen. 
Als Substrate kommen sonst Grenzdextrine verschiedener Art in Frage 


I. Versuche mit Isomaltose nach E. Fischer. 
100 g Glucose + 200 cem konz. HCl 17 Stunden im Eisschrank 
Mit 2kg absolutem Alkohol wurde ein Niederschlag von héheren 
Sacchariden erhalten. Das Filtrat wurde mit 2,5 Liter Ather gefillt. 
der Niederschlag mit Alkohol-Ather gewaschen, getrocknet und in 
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Wasser gelést. Garversuche zeigten, daB die Lésung recht viel Glucose, 
keine bestimmbaren Mengen Maltose, aber betrachtliche Mengen eines 
langsam girenden Zuckers enthielt. Die Glucose wurde durch zweck- 
maBige Behandlung mit frischer PreBhefe beseitigt; die Restlésang 
enthielt 12,1 g Substanz, die im Mittel 2,4 Glucosereste pro Mol enthielt. 
Die spezifische Drehung der Substanz war [|p - 100°. Aus den 
Reduktionsbestimmungen bzw. dem daraus berechneten mittleren 
Molekulargewicht berechnet sich, daB die Substanz etwa 60° Di- 
saccharid enthalt (wenn man namlich annimmt, daB sonst nur Tri- 
saccharid anwesend ist). Garversuche zeigten, da beinahe 50° der 
Substanz vergarbar sind; die Disaccharidfraktion muB also wenigstens 
gréBenteils vergirbar sein. Die Gargeschwindigkeit ist klein. 

Die in dieser Weise gewonnenen Disaccharidfraktionen bestehen 
iiberwiegend aus 6-[%-Glucosido-glucose] (3). Dieser Zucker ist gemeint, 
wenn von [somaltose die Rede sein wird. 

Je 0,48 g der Substanz wurden in 20 cem bei pu »,5 mit den 
folgenden Enzympraparaten behandelt. 


1. 5cem unverdiinntem menschlichem Speichel, 
. 5eem a-Amylase, nach F. Ohlson aus einem Darrmalzextrakt 1:5 ge 


we 


wonnen, 
3. 0,1 g Pankreatin (Schwed. Pharm. Ed X), 
4. 0,.lg Takadiastase Parke und Davis. 

In Proben von 2 ccm wurde die Reduktion bestimmt. Die Mischun- 
gen wurden unter einer dicken Schicht von Toluol bei 30° aufbewahrt 
(Tabelle I). 

Tabelle IL. 





mg ,,Glucose“ in jeder Probe 


Zeit in Tagen 


Speichel c-Amylase Pankreasamylas¢ Takadiastase 
0 pa ee 22,2 22,2 22,2 
5 22,2 25,5 26,5 38,¢ 
15 22,2 29,4 30.0 15,4 
28 22,9 31,2 30.0 *) 45,4 
43 24,2 34,0 28,1 48,1 
85 25,8 10.6 12.1] 49,8 


*) Nochmals 0,1 g Pankreatin zugesetzt. 


Saimtliche Praparate greifen also die Lsomaltose an, die Speichel- 
amylase jedoch sehr schwach. Das Pankreaspraparat wirkt recht stark, 
die Wirkung hért aber recht schnell auf, offenbar weil das wirksame 
Enzym zerstért wird, denn bei erneutem Enzymzusatz kommt die 
Spaltung wieder in Gang. Mit der geringen Stabilitat der dextrin- 
spaltenden Fermente im Pankreaspraparat diirfte wohl teilweise zu- 
sammenhangen, daB man mit Pankreasamylase oft aus Starke sehr 


15* 
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grobe Ausbeuten an Grenzdextrinen erhalt. Sehr viel starker als die 
anderen Praparate wirkt die Takadiastase, die ja das Isomaltosepraparat 
in recht kurzer Zeit vollstandig in Glucose zerlegt. 

Untersucht wurde auch ein Reversionsprodukt mit héherem Mole 
kulargewicht (4). Parallelversuche mit Maltose und der oben be- 
schriebenen Isomaltosefraktion, je 0,2g in 20ccm. 0,1 g eines ge- 
reinigten Malzamylasepraparates (Tabelle IT). 


Tabelle II. 





mg Glucose in 2cem (Reduktionsbestimmung) 
Tage der 
Einwirkung 





Reversionsprodukt 


Maltose »,1somaltose“ mit M = etwa 800 
0 10,5 8,9 6,1 
1 . 11,4 ¥ 
2 10,8 11,9 6,6 
12 15,6 13,5 10,2 
40 18,3 15,0 11,1 
226 21.0 13,1 


In saimtlichen Versuchen eine zwar langsame aber weitgehende 
Spaltung. Im Versuch mit dem Reversionsprodukt von M = etwa 800 
wurde nach 225 Tagen durch Garungsversuche der Gehalt an vergar- 
baren Zuckern festgestellt. Es zeigte sich, dafs von dem scheinbaren 
Glucosegehalt (65,5 mg in 10 cem) 67 °% wirklich Glucose waren. Andere 
vergirbare Stoffe waren nicht vorhanden. 


II. Versuche mit einem durch Siurehydrolyse von Stirke 
gewonnenen Isomaltosepriparat. 


Die Darstellung des Praparates ist schon friiher beschrieben 
worden (5). Das Praparat (in der Tabelle I, 8. 189 der zitierten Arbeit 
mit I/1 bezeichnet) zeigte ein mittleres Molekulargewicht von 395 und 
enthielt jedenfalls zum gréBten Teil 6-[«%-Glucosido]-glucose, daneben 
vielleicht andere Disaccharide nebst geringen Mengen héherer Saccharide, 
dagegen keine Maltose. 

Je 550 mg wurden mit passenden Pufferlésungen, Enzymlésung 
und Wasser auf 75cem gebracht. Parallelversuche mit Enzymldésung 
und Puffer. In Proben von je 4ccm wurde die Reduktion bestimmt 
und als Glucose berechnet. In der Tabelle IIT sind die Blindwerte 
schon abgezogen. Die Enzymlésungen waren nicht dieselben wie 
unter I. 

Die Versuche zeigen, dal} die Spaltung des Isomaltosepraparats 
mit einem eventuellen Gehalt der Enzympraparate an Maltase nichts 
zu tun hat. Das Pankreaspraparat zeigt starke Maltasewirkung, greift 
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Tabelle III. 





nes 6 ecm 2ecm 2ecm 75 mg 75 mg 

Tage || Malzextrakt «-Amylase 3-Amylase Takadiastase Pankreasamylase 
0 15,4 15,4 15,4 15,4 15,4 

15 18,6 18,4 19,4 26,4 15,2 

3 19,2 18,5 19,4 28,8 15,3 

83 20,4 - 21,5 30,7 15,6 

Parallelversuche mit 500 mg Maltose 

0 14,0 14,0 14,0 14,0 14,0 

15 14,0 | 14,1 14,5 21,5 | 21,6 


aber die Isomaltose nicht an. Umgekehrt wirken die aus Malz bzw. 
Gerste dargestellten Enzympraparate auf die Isomaltose, nicht aber 
auf Maltose. Wie gewdhnlich wirkt die Takadiastase am starksten. 
Die Versuche wurden auch durch Garversuche komplettiert. Nach 
einer Einwirkungszeit von 








Paris 
30 Tagen wurden je 10 ccm —_— | 
eingeengt und mit frischer ~,,| | 
PreBhefe vergoren. Volu- ‘elastase | 


metrische Messung der 
Kohlenséure. Das __L[so- 
maltosepraparat ist an sich 
gréBtenteils vergarbar: wie | 
friiher beschrieben (6) ist 

aber die Geschwindigkeit 

dieser Garung so_ klein, al 
daB gleichzeitig anwesende 


Ma/zextrakt 





Pankreas | 

Glucose und Maltose ohne | 

° . . ° | 

Schwierigkeit bestimmt 

werden kénnen. Da auBer- Oj A a OS Se 
0 % 8 @ 720 Min 


dem die Maltosegirung 
durch die Form der Gar- 
kurve von der der Glucose unterschieden werden kann. so lassen 
sich in einem und demselben Versuch die Glucose und Maltose 


Abb. 1. 


quantitativ und vergarbare Stoffe anderer Art (Isomaltose, Grenz- 
dextrine) halbquantitativ bestimmen. Die Isomaltose- und Grenz- 
dextringarung verlauft im allgemeinen so langsam, daB das Aufhéren 
der Kohlensaureentwicklung vielleicht nur auf Absterben der Hefe 
beruht. Die aus der Kohlensiureentwicklung berechneten Mengen 
Isomaltose, Grenzdextrine, Trehalose usw kénnen also sehr wohl zu 
niedrig, nicht aber zu hoch sein. Qualitativ kann die Anwesenheit 
nennenswerter Mengen von Isomaltose immer festgestellt werden. 

10 cem der Lésungen enthielten 73 mg Disaccharid ; bei vollstandiger 
Spaltung kénnten daraus 77 mg Glucose entstehen. Die Giarversuche 
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nebst Versuchen mit 0,077 g Glucose und Maltose sind in der Abb. | 
veranschaulicht. Daraus geht hervor, daB die Takadiastase eine fast 
vollstandige Spaltung, die drei Praparate aus Gerste bzw. Malz eine 
etwa 30% ige und das Pankreaspraparat eine nur ganz geringfiigige 
Spaltung herbeigefiihrt haben. 


If. Versuche mit einem durch Einwirkung yon Pankreasamylase 
gewonnenen Grenzdextrin. 

Das angewandte Grenzdextrinpraparat ist friiher beschrieben 
worden (7) und tragt in der zitierten Arbeit (Tabelle I, 8.51) die Be. 
zeichnung VII. Das Praparat zeigte nach der Reduktion ein mittleres 
Molekulargewicht von etwa 650, enthalt also hauptsachlich Tetra 
saccharide, die je mindestens eine schwerhydrolysierbare Bindung (8). 
wahrscheinlich eine Isomaltosebindung enthalten. 

Je 650 mg der Substanz wurden wie oben unter LI mit den dort 
angegebenen Enzymmengen behandelt (Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





Tage c«-Amylase 3-Amylase Takadiastase Pankreasamy lase 
0 10,0 10,0 10,0 10,0 
15 13,8 12,4 32,8 18,5 
29 16,1 14,1 35,0 19,8 
45 15,1 13,8 36,2 19,6 
83 15,5 15,1 37,6 20,9 





Eine Spaltung tritt auch 
hier tiberall ein. Die Natur 
der Spaltprodukte wurde 
durch Géarungsversuche  er- 
| mittelt: je 10 cem, etwa 90 mg 
i ce eee cm ——-++—{ Glucose entsprechend, wurden 
mit PreBhefe vergoren, siehe 
Abb. 2, in welcher auch Par- 
allelversuche mit 90 mg Glu- 
{ cose und Maltose veranschau- 
licht sind. Es zeigt sich, dab 
die Spaltung durch Taka- 
diastase beinahe vollstandig 
ist und daB dabei nur Glu- 
cose entsteht. Die Pankreas 
amylase wirkt ebenfalls unter 
Glucosebildung recht stark 
0 c o -s amma ein. Sowohl aus den Reduk- 

Abb. 2. tions- wie aus den Garungs 
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versuchen geht hervor, daB etwa 25°% der méglichen Glucosemenge 
freigesetzt worden ist; das Tetrasaccharid ist in Glucose + unvergiar- 
bares Trisaccharid zerfallen. 

Die beiden Malzenzyme zeigen eine schwachere Wirkung. Die 
Zunahme der Reduktion ist zwar nicht unbetrachtlich; die Garversuche 
zeigen aber, daB die Glucosebildung nur klein ist. Dagegen geht aus 
den Garkurven hervor, daB neben Glucose auch langsam vergirbare 
Saccharide entstanden sind, méglicherweise darunter auch Maltose. 
Die Spaltung hat also so stattgefunden, da entweder Glucose + ver- 
garbares Trisaccharid oder Maltose + Isomaltose gebildet worden sind. 


IV. Versuche mit einem dureh Malzamylase erzeugtem Grenzdextrin. 


Das Substrat war aus Maisstarke dargestellt ; es zeigte ein mittleres 
Molekulargewicht (Reduktionsversuche) von etwa 540. Das Praparat 
enthielt also hauptsachlich es 
Trisaccharide. Das Praparat a | 
ist zu mindestens 50%, ver- 
girbar, girt aber nur sehr 
langsam (vgl. die Garkurve 
in der Abb. 3). Je 650 mg 
Substanz wurden wie oben 
mit den Amylasepraparaten | 
behandelt (Tabelle V). t 


Garversuche wie oben 
nach 15 Tagen (10 cem 
90mg Glucose). Parallel- 
versuche mit unbehandeltem = ¢ 
Dextrinpraparat sowie 90 mg | 
tlucose (Abb. 3). Vergleicht 
man die Reduktions- und die 
Garversuche, so ergibt sich 3 —_ a || eT 
folgendes : Abb. 3. 





Glucose 






Takadiastase — falzextrakt 







ac- Amylase 





Porkreas 








Grenzdexfrin 








1. Die Takadiastase hat das Dextrin weitgehend in Glucose ge- 
spalten. 
2. Dasselbe gilt von dem Pankreasenzym: die Spaltung ist aber 
weniger weitgehend. 
Tabelle V. 





Tage Malzextrakt a«-Amylase 3-Amylase Takadiastase Pankreasamylase 


0 11,4 11,4 11,4 11,4 11,4 
15 25,6 18,7 14,9 33,9 25,4 
29 28,1 20,7 17,5 35,8 37,4 
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3. Bei der Einwirkung der §-Amylase ist etwas Glucose entstanden 
(etwa 15%), daneben wurde etwas Maltose gebildet. 

4. Malzextrakt und die daraus gewonnene «-Amylase haben teils 
eine Glucosebildung von etwa 18°% bewirkt, daneben auch eine nicht 
unbetrachtliche Bildung von Maltose. Daraus ist zu schlieBen, daB das 
Trisaccharid in diesem Falle in Glucose + Maltose zerfallen ist. Da 
anzunehmen ist, daB das Trisaccharid eine Maltosebindung und eine 
Bindung anderer Art, vermutlich eine Isomaltosebindung enthalt, so 
werden wohl die Malzfermente vorzugsweise die Isomaltosebindung 
angegriffen haben. Dies kann ja damit in Einklang sein, daB die 
Praiparate wohl Isomaltose, nicht aber Maltose spalten (vgl. Ta- 


belle ITT). 


Y. Spaltung eines auf enzymatischem Wege erhaltenen Isomaltose- 
praparates. 

Wir haben friiher festgestellt (5), daB durch lange Einwirkung von 
groBen Mengen von Takadiastase auf ein mit demselben Enzym er- 
haltenes Dextringemisch ein Gemisch von_,,sekundéren‘ Grenz- 
dextrinen erhalten werden kann, woraus eine Fraktion (in der zitierten 
Arbeit 8. 193 mit III bezeichnet) isoliert wurde, die beinahe ganz aus 
Disacchariden bestand. Maltose war nicht anwesend, dagegen konnte 
durch Methylierung usw. gezeigt werden, daB das Hauptprodukt 
Isomaltose, 6-[«-Glucosido]-glucose war. Wurde diese Disaccharid- 
fraktion mit sehr viel Takadiastase behandelt, so trat allmahlich eine 
beinahe vollstindige Spaltung in Glucose ein. Ein «-Amylasepraparat 
zeigte dagegen nur eine schwache Wirkung. 


VI. Diskussion. 


Aus dem Obigen geht also hervor, da die gew6hnlichen Amylase- 
praparate eine mehr oder weniger schnelle Spaltung von Grenzdextrinen 
und von in verschiedener Weise gewonnenen Praparaten von Isomaltose, 
also allgemein von Sacchariden, die teilweise oder ausschlieBlich die 
a-glucosidische 1,6-Bindung enthalten, herbeifiihren. Mehrmals wurde 
dabei beobachtet, daB die untersuchten Amylasepraparate gegeniiber 
Maltose véllig unwirksam waren; mit einer Maltasewirkung hat die 
besprochene Spaltung also nichts zu tun. Die Wirkung auf die einzelnen 
Substrate schwankt stark, je nach Ursprung und Behandlung der Enzym 
praparate. Beziiglich der Spezifitat kann etwa folgendes gesagt werden: 

1. Takadiastase. Die von uns untersuchten Praparate spalten 
allmahlich simtliche Bindungen in Grenzdextrinen und Isomaltose 
praparaten. Da es aber gelingt (vgl. oben, Abschnitt V), durch Ein 
wirkung von Takadiastase auf Grenzdextrine Disaccharidpraparate 
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darzustellen, in welchen die Isomaltose stark iiberwiegt, so ist zu 
schlieBen, daB bei dieser sekundaren Spaltung der Grenzdextrine (wie 
auch bei der primaren Spaltung der Starke) die normalen Bindungen 
(d.h. die Maltosebindungen) schneller angegriffen werden als die 
anormalen (Isomaltosebindungen). 

2. Die Pankreasamylasepraparate spalten aus den untersuchten 
Substraten mehr oder weniger stark Glucose ab; ein Tetrasaccharid 
(Grenzdextrin) zerfiel anscheinend in Glucose + Trisaccharid. Ob 
dabei die anormale Bindung des Grenzdextrins oder eine der normalen 
gelést wurde, laBt sich gegenwartig nicht sagen. 

3. Die Speichelamylase wirkt auf Isomaltose nur sehr langsam ein. 
Gewisse Grenzdextrine werden aber, wie in einer folgenden Arbeit iiber 
die Wirkung dieses Enzyms gezeigt werden soll, angegriffen. Zu schlieBen 
ware, daB auch in diesem Falle die normalen Bindungen der Grenz- 
dextrine zunachst angegriffen werden 

4. Die pflanzlichen «- und f-Amylasen zeigen alle Wirkung auf die 
untersuchten Substrate. Bei einigen Grenzdextrinen wurde gefunden, 
daB die Isomaltosebindung vorzugsweise angegriffen wird, da aus einem 
Trisaccharid Maltose entsteht. 

Die Versuche zeigen also, daf in den untersuchten Amylase- 
praparaten spezielle Glykosidasen vorhanden sind, die fiir die sogenannte 
Nachverzuckerung verantwortlich sind. Es scheint hervorzugehen, 
da dabei in den Malzenzymen wenigstens teilweise andere Enzyme 
wirksam ‘sind als in den tierischen Praparaten. Méglicherweise sind in 
beiden Fallen mehrere Enzyme in Wirksamkeit. Es scheint uns tiber- 
fliissig und unwahrscheinlich anzunehmen, daB die beobachteten 
Spaltungen auf einer Zusammenwirkung von den eigentlichen Amylasen 
mit irgendwelchen Aktivatoren (Komplementen) beruhen sollten. 

Im Hinblick auf die Frage der Spezifitét der Carbohydrasen scheint 
uns von Interesse, daB die Spaltungen mit einer Wirkung der Maltase 
nichts zu tun haben. Wenn auch zugegeben werden muB, daB die unter- 
suchten Praparate von Isomaltose vielleicht nicht ausschlieBlich die 
6-[a-Glucosido]-glucose enthielten, so scheint doch hervorzugehen, daB 
die Spaltung dieses Disaccharids nicht durch Maltase erfolgt. Um- 
gekehrt scheint das isomaltosespaltende Enzym auf Maltose ohne 
Wirkung zu sein. 

Ks ist einleuchtend, daB das Vorkommen dieser Enzyme die Ursache 
ist, da man aus einer bestimmten Starkesorte mit einer Amylase je 
nach Ursprung und Behandlung des Enzympraparats wechselnde 
Mengen von Grenzdextrinen und Dextrine von wechselndem Molekular- 
gewicht erhalt. Dies ist selbstvertsandlich ein Nachteil, wenn man die 
wahre Ausbeute an Grenzdextrinen feststellen will, was unter anderem 
fiir die Berechnung der Zahl anormaler Bindungen in der Starke von 
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Bedeutung ist. Andererseits ist ja die Geschwindigkeit der Nach 
verzuckerung so, klein, daB die Verzuckerungsgrenze meistens recht 
genau festgelegt werden kann. 

Wir konnten feststellen (8), daB die Amylasegrenzdextrine wie es 
scheint ohne Ausnahme schwerhydrolysierbare (,,anormale‘‘) Bindungen 
enthalten, aller Wahrscheinlichkeit nach je eine pro Mol. In den naher 
untersuchten Fallen zeigte sich, daB die anormalen Bindungen wenigstens 
zum gréBten Teil «-glykosidische 1,6-Bindungen sind. Daraus und aus 
den oben angefiihrten Versuchen diirfte geschlossen werden kénnen, 
daB die anormalen Bindungen in der Starke von den eigentlichen 
Amylasen nicht gespalten werden. Unsere eingangs erwahnte Arbeits 
hypothese hat sich also bestatigt, daB die Grenzdextrine eben darum 
gebildet werden, weil die Starkemolekiile in relativ kleiner Zahl andere 
Bindungen als die Maltosebindung (,,Anomalien‘‘) enthalten, die von 
den normalen, d.h. von den oben besprochenen speziellen Enzymen, 
freien Amylasen, nicht angegriffen werden. Es erhebt sich also dann die 
Frage, ob die normalen Amylasen tiberhaupt nur Maltosebindungen 
spalten kénnen, und wenn das so sein sollte, wie man die Spezifitats- 
unterschiede der einzelnen Amylasen deuten soll. Wie mehrmals 
hervorgehoben, kénnen wir folgende Gruppen von Amylasen unter- 


scheiden: 
1. Die pflanzliche 8-Amylase (Saccharogenamylase), die aus Starke 


rund 60°% Maltose erzeugt und ein hochmolekulares, staérkeahnliches 
Grenzdextrin hinterlaBt. 

2. Die «-Amylase des Malzes (Dextrinogenamylase), die primar die 
Starke total in Dextrine mittleren Molekulargewichts (1000—4000) 
zerlegt, dann diese «-Dextrine mehr oder weniger vollstandig verzuckert, 
wobei die Produkte Maltose, Glucose (die nicht iiber Maltose gebildet 
wird) und wahre Grenzdextrine sind. 

3. Die tierischen Amylasen und die Takadiastase, welche, obgleich 
sie enzymatisch einheitlich zu sein scheinen (von den oben erwahnten 
speziellen Glykosidasen abgesehen), eine Wirkung auf die Starke aus- 
iiben, die einer Mischung von Saccharogen- und Dextrinogenamylase 
(,,Malzamylase“‘) entspricht. 

Von der f-Amylase diirfte behauptet werden kénnen, daB sie nur 
Maltosebindungen spaltet, und zwar verzuckert sie normal gebaute 
Ketten vom nicht reduzierenden Kettenende aus. Ist ein Kettenmolekii! 
durchweg normal gebaut, so sollte es also vollstandig verzuckert werden. 
Dies scheint auch aus den Versuchen von K. H. Meyer (9) iiber die 
Spaltung der Amylose, die wir véllig bestatigen kénnen, hervorzugehen. 
sowie aus eigenen Versuchen iiber die vollstandige Verzuckerung der 
durch «-Amylase gebildeten Dextrine von M = etwa 1000 (10). 

Schwieriger ist es, die Wirkung der Dextrinogenamylase zu ver- 
stehen. Mit diesem Enzym erhalt man zunachst eine schnelle Spaltung 
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yewisser Bindungen der Starke. Der Abstand der spaltbaren Bindungen 
betragt im Falle der Kartoffelstarke in mehr als 50°, der Faille sechs bis 
sieben Glucosereste (bei anderen Stirkesorten findet man, wie in einer 


spateren Arbeit gezeigt werden soll, ganz ahnliche Verhaltnisse: 


méglicherweise ist der Abstand der leicht spaltbaren Bindungen in 
einigen Fallen etwas gréBer) und bei dieser Spaltung entstehen normal 
gebaute «-Dextrine. Daneben entstehen zu rund 40% «-Dextrine von 
héherem Molekulargewicht (,.anormale x-Dextrine’’), die Anomalien 
enthalten und dementsprechend nur unvollstandig verzuckert werden. 
Man ist gezwungen zu schlieBen, dab diese primaire Spaltung der Starke 
durch die Dextrinogenamylase ganz bestimmte Bindungen in der Starke 
trifft. Die einfachste Erklarung dazu ware, daB die spaltbaren Bin- 
dungen keine Maltosebindungen sind. Dagegen spricht aber, daB die 
Starke total in Dextrine der erwahnten MolekulargréBen zerlegt wird. 
Auch die Amylose mu also in dieser Weise zerlegt werden, wie wir 
auch bei direkten Versuchen mit nach A. H. Meyer dargestellter Amylose 
feststellen konnten. Enthalt nun die Amylose lauter Maltosebindungen, 
so mu ja geschlossen werden, daB auch die primar von der Dextrinogen- 
amylase angegriffenen Bindungen Maltosebindungen sind, und man mul 
eine besondere Erklirung dafiir suchen, da eben jede sechste oder 
siebente Bindung zuerst gelést wird. Es liegt, wie auch friither angedeutet 
wurde (10), nahe, dabei auf die Vorstellungen von Hanes (11) und 
Freudenberg (12) iiber den spiralférmigen Bau der Ketten zuriick- 
zugreifen. Schwierigkeiten begegnen dann aber, wenn es gilt, die 
Spaltung des anormal gebauten .,.Kernes** des Amylopektinmolekiils 
durch dasselbe Enzym zu erklaren, jedenfalls wenn man von dem von 
K. H. Meyer (13) vorgeschlagenen Bau des Amylopektins ausgeht. 
Vielleicht ist es trotz allem méglich, anzunehmen, daB ein Enzym, ohne 
Abhangigkeit von der Form des Kettenmolekiils, vom Kettenende aus 
Stiicke von etwa sechs Glucoseresten absprengt. Jedenfalls geschieht 
die Spaltung der Starke durch die Dextrinogenamylase in zwei Phasen, 
einer Dextrinierung mit den oben erwahnten Produkten und einer Ver- 
zuckerung, die Maltose, Glucose und Grenzdextrine erzeugt. Geht man 
von den in der ersten Phase entstehenden «-Dextrinen aus, so erhalt 
man, wie es scheint, mit allen Amylasen («-Amylase, }-Amylase, Speichel) 
etwa dieselbe Verzuckerung. 

Die Wirkung der tierischen «-Amylasen ist der der Dextrinogen- 
amylase ahnlich: Die Starke wird schnell dextriniert, die Farbung mit 
Jod verschwindet und Maltose wird gebildet. Nur erfolgt die Ver- 
zuckerung hier im Verhaltnis zu der Dextrinierung viel schneller als bei 
der Dextrinogenamylase. Die zwei Phasen treten nicht in demselben 
Grade getrennt zutage. 

Die Wirkung der Amylasen ist in keiner Weise auf hochmolekulare 
Substrate beschrainkt: Alle greifen z.B. die erwahnten normalen 
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a-Dextrine von .V/ = 1000 an. Ist die Kette normal, so werden wenig- 
stens alle Staérkeabbauprodukte, die sechs oder mehr Glucosereste pro 
Mol enthalten, verzuckert. Es soll hier schlieBlich untersucht werden 
wie sich noch kiirzere Ketten verhalten, unter anderem im Hinblick aut 
die an sich mégliche aber, wie wir nunmehr wissen, unzutreffende 
Annahme, dai’ die Grenzdextrine nur Reste von normal gebauten 
Ketten sein kénnten. 

tin normal gebautes «-Dextrin [in der unter (10) zitierten Arbeit 
mit PD V bezeichnet] wurde in Portionen von 10g in 40 cem 0,2» 
H,SO, im siedenden Wasserbad hydrolysiert, die Saure mit BaCO, 
entfernt und das Filtrat auf bestimmtes Volumen gebracht. Darin 
wurde die Reduktion nach Willstdtter und Schudel vor und nach voll. 
standiger Hydrolyse in 2n H,SO, bestimmt und daraus die mittlere 
Zahl n der Glucosereste pro Mol berechnet. Durch Garversuche nach 
der friiher beschriebenen Methodik wurde der Gehalt der Lésungen an 
Glucose und Maltose bestimmt. Je 5ccm Lésung wurden dann mit 
l ccm eines geeigneten Puffers (eventuell auch NaCl) und 5 cem einer 
Amylaselésung versetzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden je 2 ccm 
herausgenommen, in etwa 5ccem siedendes Wasser einpipettiert, die 
Mischung auf 2 ccm eingeengt und mit PreBhefe Glucose und Maltose 
bestimmt. Zusammenfassung in der Tabelle VI. Die pro 2 cem er- 
haltliche Zuckermenge ist aus dem Hydrolyseversuch in Maltose um- 
gerechnet. 

Es geht aus der Tabelle VI hervor, daB simtliche Produkte von 
allen untersuchten Amylasen sehr stark, in vielen Fallen praktisch voll- 
standig verzuckert werden. Starkeabbauprodukte von normalem Bau. 
die nur Maltosebindungen enthalten, werden also unabhangig von der 
Kettenlinge von den Enzymen angegriffen. Hauptprodukt ist iiberall 
die Maltose; Glucose entsteht primar nur bei der Spaltung durch Dex- 
trinogenamylase. Sekundar entsteht in vielen Fallen Glucose durch 
die Wirkung der Maltase. 

Die Versuche zeigen ja direkt, daB die unspaltbaren Grenzdextrine 
keine normal gebauten Reste der Kettenmolekiile der Starke sein 
kénnen. 

Eine Frage verdient in diesem Zusammenhang noch die Aufmerk- 
samkeit. Es ist wohl anzunehmen, da8 in den hier untersuchten Hydro- 
lysegemischen auch Trisaccharid (Maltotriose) vorkommt. Beim wahl- 
losen Zerschlagen des Hexasaccharids durch die Mineralséure miissen 
ja Spaltstiicke mit allen denkbaren Laingen entstehen. Nun mui 
eine Maltotriose, wenn sie iiberhaupt von Glykosidasen angegriffen 
wird, mindestens ein Molekiil Glucose geben. Von einer solehen Glucose- 
bildung sieht man in den obigen Versuchen nichts. Die beobachtete 
ganz langsame Glucosebildung kann nicht aus der Maltotriose her- 
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Tabelle VI. 





Nach der Spaltung 


Aelia ee - 
usgangsmaterial gefunden 


" 5 ieceisiiiaes . . Kin- , 
Vorgebildet | Erhiiltlich Spaltung mit “srtaeitie’ Vergiirbarer 
| mg Zucker whkung mg mg Zucker als 
* mg mg als Glucose | Maltose Maltose 
{Glucose Maltose; Maltose berechnet 
131 10 | 30 218 Speichel 5Min. 10. 133 142 
150 ,, 10 180 18% 
96 Std. 26 179 203 
9 Tage 50 160 207 
B-Amylase 5 Min. 10 149 158 
5 Std. 10 166 175 
3 Tage 10 167 176 
Ms 12 182 193 
ae 17 181 197 
«-Amylase 5 Min. 12 41 52 
| 5 Std. 20 123 142 
5 Tage 20 159 178 
| | fl aa 30 159 187 
| Takadiastase 9Tage 100 109 204 
ave 180 36 207 
| Pankreasamylase 5 Min. 10 138 147 
| | 2Tage 15 171 185 
dor 45 
ere 75 
| | . ne 
3,0; 12 19 | 89 Speichel 20 Std. 18 73 90 
20/ 29 33 | 90 Speichel 28td. 2 57 85 
44 ,, 30 57 86 
12 Tage 31 56 86 
B-Amylase 2 Std. 29 57 85 
44 ,, 30 57 86 
12 Tage 30 58 87 
«- Amylase 2 Std. 32 49 79 
44 ,, 32 5d 85 
12 Tage 36 54 87 


riihren, denn parallel mit der Glucosebildung nimmt die Maltosemenge 
ab. Man miiBte also schlieBen, daB die Maltotriose entweder nicht 
angegriffen wird oder daB sie in so kleiner Menge vorhanden ist, da 
sich eine eventuelle Spaltung nicht bemerkbar macht. Wenn wir aber 
z. B. das oben untersuchte Priparat mit » — 2 betrachten, so enthalt 
dieses nach den Girversuchen etwa 32°, Glucose, etwa 37°, Maltose 
und also etwa 31°/ héhere Saccharide. Von diesen 31°, miiBte un- 
bedingt ein groBer Teil Maltotriose sein. Man wiirde also, wenn die 
Maltotriose durch die Amylasen spaltbar sein sollte, eine entsprechende 
Glucosebildung erwarten. Ware sie nicht spaltbar, so miiBte die Aus- 
beute an vergirbarem Zucker nach der Spaltung weit ab von der 
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theoretischen liegen. Da weder Spaltung noch Anwesenheit unge- 
spaltenen Trisaccharids beobachtet werden konnte, so ware zu schlieBen 
daB keine nennenswerten Mengen von Trisaccharid in der Fraktion 
der héheren Saccharide anwesend sind. Dies scheint aber kaum 
méglich. In einer folgenden Arbeit soll untersucht werden, ob dik 
Maltotriose von der angewendeten PreBhefe médglicherweise relatiy 
schnell vergoren wird, so da sie in Wirklichkeit in die oben als Maltose 
bezeichnete Fraktion eingeht. Die Resistenz gegen die Amvlasen wiirde 
dann selbstverstandlich unentdeckt bleiben. 
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Cher Grenzdextrine und Stirke. 
XIV. Mitteilung: 
Uber die Wirkung der Dextrinogenamylase. 
Von 
K. Myrbiiek. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 5. November 1941.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Wirkung der Dextrinogenamylasepraparate auf die Starke 
zertallt in zwei Phasen (1): 
1. Eine schnelle Dextrinierung, wobei die Viskositaét stark abnimmt 
(beinahe auf die des Wassers) und die Farbbarkeit des Substrats mit 
Jod verschwindet ; 


to 


. eine langsame Verzuckerung der primar gebildeten «-Dextrine. 
wobei Maltose, etwas Glucose und Grenzdextrine die Produkte sind. 
Bei der Dextrinierung entsteht ein Gemisch von Produkten 
(x-Dextrinen), unter welchen (im Falle der Kartoffelstarke) Dextrine 
mit einem Molekulargewicht von 1000—1200 sehr stark hervortreten. 
(Bei anderen Starkesorten sind die Verhaltnisse ganz ahnlich.) Die 
Menge dieser «-Dextrine ist wahrscheinlich etwa 60% von der des 
Ausgangsmaterials. Sie werden von der pflanzlichen §-Amylase (Saccha- 
rogenamylase) so vollstandig in Maltose tibergefiihrt (2), daB ange- 
nommen werden kann, daB sie normal gebaut sind, daB sie m.a. W. 
nur Maltosebindungen enthalten. Neben diesen normalen «-Dextrinen 
entstehen in einer Menge von etwa 40% der Starke, anormal gebaute 
z-Dextrine, die von der 8-Amylase nur unvollstandig verzuckert werden ; 
sie enthalten die Anomalien der Starke, vor allem anormale Glykosid- 
bindungen (vielleicht Verzweigungen der Ketten), und sind Mutter- 
substanzen der wirklichen Grenzdextrine, die die Anomalien noch 
..konzentrierter*’ enthalten. 

Wenn man von diesen Ergebnissen aus auf den Bau der Starke 
zuriickschlieBen will, so ist folgendes zu beachten: 

Die normal gebauten «-Dextrine (V 1000—1200) miissen aus 
normal gebauten Molekiilen bzw. Teilen von Molekiilen stammen oder 
méglicherweise aus Ketten, worin jede sechste oder siebente Bindung 
keine Maltosebindung ist, wobei anzunehmen wire, dai die Dextrinogen 
amylase eben diese anormalen Bindungen primar lésen sollten. Bedenkt 
man aber, wie in der vorangehenden Arbeit auseinandergesetzt wurde, 
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daB die normalen «-Dextrine teilweise aus der Amylose entstehen 
miissen, und nimmt man an (3), daB die Amylose normal gebaut ist 
ohne alle Verzweigungen der Molekiile, so muB geschlossen werden, da\} 
die von dem Enzym primar gelésten Bindungen ebenfalls Maltose 
bindungen sind. (Direkte Versuche, iiber die spater berichtet werden 
soll, zeigen, daB die nach K. H. Meyer dargestellte Amylose unter der 
Einwirkung der Dextrinogenamylase in normale «-Dextrine von 
M = etwa 1000 zerfallt.) Um zu erkliren, warum in einem Ketten 
molekiil mit lauter Maltosebindungen eben jede sechste oder siebente 
Bindung viel leichter gelést wird als die iibrigen, kann man die von 
Hanes (4) und Freudenberg (5) diskutierte Spiralwindung der Ketten 
heranziehen und annehmen, daB die normal gebauten «-Dextrine eben 
abgeléste Schraubenwindungen sind. Nimmt man dies an oder etwa., 
daB das Enzym unabhangig von der Form der Substratketten dic 
Fihigkeit hat, die sechste oder siebente Bindung vom Kettenende aus 
primar anzugreifen, so erhebt sich die Frage, wie man die Bildung der 
anormal gebauten «-Dextrine von héherem Molekulargewicht verstehen 
soll. Geht man dabei von der Auffassung Freudenbergs iiber den Bau der 
Starke aus (gewundene Hauptkette mit Seitenketten in der Stellung 6), 
so kénnte man annehmen, daB die erwahnten «-Dextrine aus einer 
abgesprengten Windung der Hauptkette nebst daranhangender Seiten- 
kette bestehen. Wie schon hervorgehoben (2), st6Bt aber diese Deutung 
auf Schwierigkeiten. Man muB sich z. B. fragen, warum die anscheinend 
normal gebauten Seitenketten nicht abgebaut werden sollten, da die 
ihnlich gebaute Amylose abgebaut wird. 

Die pflanzliche f-Amylase erzeugt aus der Starke etwa 60°, 
Maltose nebst einem hochmolekularen Rest (f-Dextrin). Es fallt auf 
daB man mit der Dextrinogenamylase etwa dieselbe Ausbeute an 
normal gebauten «-Dextrinen erhalt. Beachtet man auBerdem, daB die 
normalen «-Dextrine von der f-Amylase restlos verzuckert werden, so 
liegt es ja auBerordentlich nahe anzunehmen, daf die normalen «-Dex 
trine eben aus den Teilen der Starke stammen, die bei der Verzuckerung 
mit §-Amylase Maltose geben, d. h. teils aus der Amylose, teils aus den 
normal gebauten Seitenketten des Amylopektins, die freie Endgruppe 
tragen. Ist dies richtig, so folgt, daB die anormal gebauten héher 
molekularen «-Dextrine ganz aus dem ,,Kern‘’ des Amylopektins her 
riihren, d.h. aus dem Teil der Starke, der bei der Behandlung mit 
B-Amylase als das hochmolekulare $-Dextrin zuriickbleibt. Dies miift: 
sich selbstverstandlich direkt nachweisen lassen, indem man ein /}- Dextrin 
mit Dextrinogenamylase spaltet und das mittlere Molekulargewicht der 
dabei gebildeten «-Dextrine bestimmt. Die Spaltung von Starke und 
einem daraus durch Einwirkung von $-Amylase gewonnenen /-Dextri: 
wurde also vergleichend untersucht. 
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Dabei ist zuerst festzustellen, inwieweit die nach der Spaltung 
mit Dextrinogenamylase isolierten x-Dextrine wirklich einem wohl- 
definierten Zustand des Stairkeabbaues entsprechen. Der Umstand, 
daB die Farbbarkeit mit Jod verschwindet, bedeutet ja an und fiir sich 
nicht notwendigerweise, das eine Phase des Abbaues zu Ende ist und 
eine zweite anfingt. Untersucht man bei der Spaltung der Starke durch 
die Dextrinogenamylase die Zunahme der Reduktion, so erhalt man 
eine Kurve, die anfangs sehr steil verlauft, um bei einer (scheinbaren) 
Ausbeute von 30 bis 35°% Maltose plétzlich flacher zu werden. Beim 
Knickpunkt der Kurve ist die entstandene Menge vergirbaren Zuckers 
tatsichlich nur sehr klein, so da8 der steile Teil der Kurve also wirklich 
der Dextrinierung entspricht. In einer Versuchsreihe wurde nun das 
mittlere Molekulargewicht des bei der Spaltung entstandenen Dextrin- 
gemisches zu verschiedenen Zeiten bestimmt und mit den Reduktions- 
werten und den Mengen vergarbaren Zuckers verglichen. 

Substrat: Diinner Kleister von Arrow-Starke, 18,4 ¢ Trockengewicht 
pro Liter. 300 cem davon +- 5 ecm 0,3 Mol. Phosphatpuffer vom pq = 5,3 
+ 5cem Dextrinogenamylaselésung nach £.Ohlson. Nach den in der 
Tabelle I angegebenen Zeiten wurden Proben von je 15ccm herausgenommen, 
in siedendes Wasser einpipettiert und auf 10 ccm eingeengt. In 2 cem davon 
Reduktionsbestimmung nach Whéllstdtter-Schudel. Daraus wurde unter 
Korrektion fiir den Jodverbrauch der Enzymlésung die scheinbare Menge 
Maltose ausgerechnet und als % der Stirke angegeben. Die restlichen 
8cem wurden mit PreBhefe vergoren und aus den Garkurven die Mengen 
Glucose und Maltose berechnet. In der Tabelle I sind auch diese Mengen 
als % der Starke angegeben. Nach der Garung wurde die Hefe abfiltriert 


Tabelle I. 








TF 0/9 der Vergirbarer Zucker Dextringemisch 
tok inrbe ane alee 9% 9/9 %o Prien 
Reduktion gespalten Glucose Maltose Ausbeute pro Mol. 
2,8Min. blau 6,3 3.9 0 0 100 19 
6 ,, ~ violett 14,5 Cf 0 0 100 12,3 

ne rot 21,8 11,0 ei ~d 92 10,9 

aes rot? 25,6 12,8 <2 7,6 91 8,1 

25 =, _~— farblos 27,9 13,9 ~ 2 8,5 88 7.8 

ae sa 30,4 15,2 ~ 3 te 87 7,5 

ia oa 33,4 16,7 4 12,5 85 (P. 

. ‘a 35,7 17,8 4 13,3 85 7,1 
we és 37,9 18,9 4 14,7 85 6,9 
ae ” 39,6 19,8 6 14,7 80 6,7 
166s, - 43,5 21,7 6 21,3 78 6,3 
|i 46,0 23,0 6 21,3 75 6,4 
300 Si, PA 51,7 25,8 10 23,1 73 5,7 
3856, i 56,5 28,3 25,8 67 5,5 
620 Si, ie 58,2 29,1 29,3 62 5,5 

12 Std. me 59,2 29,6 38,1 54 5,3 

23 ie 99 72,0 36,0 12 53,8 39 5,1 
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und gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden zum Verjagen des Aikohols 
stark eingeengt und auf ein bestimmtes Volumen gebracht. Die Reduktion 
der Lésungen wurde vor und nach vollstandiger Hydrolyse in 2 n Schwefel- 
siure bestimmt und daraus die mittlere Kettenlange des Dextringemisches 
ausgerechnet. 


Die obere, ausgezogene Kurve in der Abb. 1 veranschaulicht die 
relative Zahl der gespaltenen Bindungen. Die Kurve biegt wie er- 
sichtlich bei etwa 15°, stark ab, d.h. bei einer scheinbaren Maltose- 
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ausbeute von etwa 30°%. Die untere, gestrichelte Kurve stellt die mitt 
lere Molekulargr6éBe der entstehenden «-Dextrine (nach Beseitigung der 
vergirbaren Zucker) dar. Wahrend der Dextrinierung fallt also die 
Kettenlinge sehr rasch auf etwa n — 8 (M = etwa 1300), dann viel 
langsamer weiter, wobei parallel vergirbarer Zucker gebildet wird. Es 
geht also auch aus diesen Bestimmungen hervor, daB die Dextrinierung 
ein von der nachfolgenden Verzuckerung scharf getrennter Vorgang ist 
der zu einer definierten Mischung von «-Dextrinen fiihrt. 
Arrow-Starkekleister wurde nun mit f-Amylase aus ungekeimter 
Gerste behandelt, bis die Reduktion nicht mehr zunahm (etwa 60° 
Maltose). Dann wurde mit 1,5 Volumen Alkohol gefallt, das Dextrin 
mit verdiinntem Alkohol gewaschen, mit absolutem Alkohol und Ather 
getrocknet. 20 ¢ wurden mit 1 Liter Wasser gekocht und die triibe 
Lésung zentrifugiert. Die noch stark opaleszente Lésung enthielt 


14,16 g Trockensubstanz pro Liter. 100 cem davon wurden mit 5 ccm 
Puffer und 5ccm a-Amylase versetzt. Reduktionsproben von 5 ccm 
(= 74,8 mg Maltose bei vollstaéndiger Spaltung). Parallel ein Versuch 
mit Arrow-Stiarkekleister (5cem der Versuchsmischung entsprechen 
88,3 mg Maltose): Tabelle IT. 
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Tabelle II. 





Stairkekleister 3-Dextrin 


mg Maltose °', der Bindungen ing Maltose °/> der Bindungen 
in 5eem gelist in 5ecem gelist 


4,8 

9,4 5,! : 5,6 

16,7 9, 2,6 8,4 

21,7 - 

24,1 , 10,0 

27,6 - 

29,0 5 : 11,4 

29,9 — 

31,3 18,4 13,1 

35,3 21,5 14,4 

40,8 23,2 24,2 16,5 

47,0 26,5 17,7 

53,7 31,5 21,1 

61,9 ~ 

66,5 39,9 26,6 

72,4 

75,0 : 

83,5 56,9 37,9 

84,5 60,0 40,1 
: 66,7 44,6 

74,1 49,7 


Die beiden Kurven in der Abb. 2 zeigen die Zahl der gelésten 
Bindungen. Beide Kurven haben einen ganz ahnlichen Verlauf: Der 
erste Teil ist sehr steil und stellt die Dextrinierung (Bildung der 
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% der Bindungen gespalten 
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a-Dextrine) dar. Dann erfolgt die langsame Verzuckerung. Wesentlich 

ist nun, daB die Spaltungskurve des §-Dextrins niedriger liegt als die 

Kurve der Starkespaitung: Diese biegt bei 16°, ab, jene bei etwa 10°. 

Dies bedeutet, daf beim Knickpunkt der Kurven die Spaltprodukte 

der Starke (also mitsamt den kleinen Mengen vergarbaren Zuckers) ein 

mittleres Molekulargewicht von 1000 haben miissen, wahrend die ent- 
16* 
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sprechende Zahl fiir das /-Dextrin etwa 1600 sein wird. Schon diese: 
f-Dextrin (,,Kern* des Amylo 
pektins) entstehenden «-Dextrine ein wesentlich héheres mittleres 
Molekulargewicht haben als die aus Starke bzw. Amylose entstehenden 


Versuch zeigt also, daB die aus dem 


Noch besser geht dies aus einem Versuch hervor, der analog dem Versuch 
der Tabelle I, aber mit #-Dextrin als Substrat, angestellt wurde (Ta 
belle IIT). 

Tabelle III. 





0}, der Vergirbarer Zucker Dextringemisch 
a d 0/9 Maltose Glykosid- wn sae a ; 
wall eel 4. Oe ee 
gespalten Glucose Maltose 0 ; pro Mol. 
2 Min. . rotviolett a2 1.3 0 <3 98 22 
Bug - 
er rot 6,0 3,0 0 <3 98 15,5 
= rotbraun 10,7 5,4 0 ~5 96 12.7% 
1 oe braun 14,5 4,3 0 ~6 95 12,3 
, Saaeee braun? 18,7 9,4 0 ~6 95 10,9 
2e farblos? 23,0 11,5 0 8 94 10,2 
50 ,, ne 23,0 11.5 0 8 90 10,1 
‘a farblos 23,0 11,5 0 8 90 9,6 
100 3 a 24,2 12,1 ~ 1 9 90 9,5 
145 ,, és 28,8 14,4 2 11 88 9,2 
SOD <1 as 28,8 14,4 rs 12 84 8,7 
45 Std. he 68,8 34,4 5 52 45 5,7 


In der Abb. 1 findet man die Verzuckerungskurve (unten, stark aus. 
yezogen) und die Kurve, die die Kettenlange der Dextrine veranschau- 
licht (oben, stark gestrichelt). Der Unterschied zu den entsprechenden 
Kurven der Starkespaltung ist sehr deutlich: Das §-Dextrin wird in 
a-Dextrine zerlegt, die beim Knickpunkt der Kurven eine mittlere 
Kettenlinge von etwa zehn Glucoseresten (M = etwa 1600) haben 
Fiir die Starke finden wir die entsprechende Zahl 7—8. Die «-Dextrine 
aus Starke sind eine Mischung von den normalen «-Dextrinen (aus 
Amylose und aus den Seitenketten des Amy!opektins) und den anormalen 
x-Dextrinen aus dem Kern des Amylopektins (— p-Dextrin). Die oben- 
erwahnte Zahl 7—8 erklart sich als ein Mittel zwischen dem Wert 6 
fiir die normalen z-Dextrine und dem oben gefundenen Wert 10 fiir 
die anormalen. 

Es geht aus unseren friiheren Arbeiten hervor, daB die norma! 
gebauten «-Dextrine in bezug auf Molekulargewicht recht einheitlich 
sind: Die Zahl der Glucoseeinheiten scheint 6, 7 oder vielleicht 8 zu sein 
Die anormalen «-Dextrine scheinen dagegen, nach dem vorliegenden 
Versuchsmaterial zu beurteilen, bedeutend weniger einheitlich zu sein 
Dabei ist zwar zu betonen, daB es schwierig ist einen Zeitpunkt zu be 
stimmen, bei welchem die Dextrinierung (d.h. die Spaltung der durch 
Dextrinogenamylase primar !ésbaren Bindungen) vollstandig ist, ohne 
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da8 aus den «-Dextrinen nennenswerte Mengen vergirbaren Zuckers 
entstanden sind. In den isolierten Fraktionen, z. B. vom Molekular- 
gewicht 4000, sind wahrsche‘nlich noch vereinzelte primar spaltbare 
Bindungen vorhanden, so daB also diese Dextrine bei vollstandiger 
Dextrinierung in zwei «%-Dextrine vom WV — rund 2000 zerfallen. Auf 
alle Falle ist zu erwarten, daB in dem Gemisch der anormalen «-Dextrine 
aus dem Amylopektin recht stark verschiedene Molekulargewichte 
reprasentiert sind. Es lohnt sich also kaum auf der gefundenen Zahl 
n— 10 irgendwelche Spekulationen tiber den Bau dieser Dextrine 
aufzubauen. Nur soviel kann gesagt werden, daB sie die Anomalien 
der Starkemolekiile enthalten. Sie enthalten die Verzweigungspunkte 
bzw. Reste der abgesprengten Seitenketten. Sie enthalten auch, wie 
aus einer demnachst zu veréffentlichenden Untersuchung hervorgeht. 
die Phosphorséure der Starke, méglicherweise auch andere Arten von 
Anomalien. DaB diese «-Dextrine von der Saccharogenamylase (und 
anderen Amylasen) nur partiell verzuckert werden, beruht wohl also 
nicht nur darauf, daB die Enzyme iiber die Verzweigungspunkte bzw. 
anormale Glykosidbindungen nicht hinwegkommen, sondern auch 
darauf, daB die Substitution mit Phosphorsiure die Spaltung der in 
der Nahe befindlichen Glykosidbindungen verhindert. Man _ findet 
namlich die ganze Menge Phosphorsiure der Starke in den Grenz- 
dextrinen wieder. Andererseits ist ja der Phosphorgehalt so niedrig 
(1 Atom P auf etwa 150 Glucosereste im $-Dextrin aus Kartoffelstarke), 
da8 er bei der Dextrinbildung keine groBe Rolle spielen kann. 

Zusammenfassend kann also behauptet werden, daB bei der Dextri- 
nierung der Starke durch Dextrinogenamylase die normalen «-Dextrine 
mit sechs bis sieben Glucoseresten pro Mol aus der Amylose und aus den 
normal gebauten Seitenketten des Amylopektins stammen, d.h. aus 
den Teilen der Starke, die mit Saccharogenamylase Maltose geben. Die 
anormalen «-Dextrine stammen aus dem ,,Kern‘ des Amylopektin- 
molekils, der bei der Behandlung von Starke (oder Amylopektin) mit 
Saccharogenamylase als hochmolekulares f-Dextrin zuriickbleibt. Die 
anormal gebauten «-Dextrine sind Ketten, die Stummel der abge- 
sprengten Seitenketten tragen, und die deswegen von der Saccharogen- 
amylase nur teilweise verzuckert werden. 
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Cher Grenzdextrine und Stiirke. 
XV. Mitteilung: 
Dextrinsiuren und ihre Spaltung durch die Amylasen. 
Von 
K. Myrbick und Gunhild Nyeander. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


(Eingegangen am 5. November 1941, ) 


Kettenmolekiile, die aus durch Maltosebindungen  verkniipften 
Glucoseresten aufgebaut sind, werden unabhangig von der Ketten 
lange durch die Amylasen vollsténdig in Maltose gespalten (1). Es 
kann angenommen werden, da die pflanzliche §-Amylase (Saccharogen 
amylase) dabei die Ketten vom nicht reduzierenden Ende aus an 
greift. Uber den Angriff durch die anderen Amylasen sind wir weniger 
gut unterrichtet. 

K. Mayer (2) hat auf Grund von Versuchen mit ,,jodoxydierter” 
Starke den SchluB gezogen, daB freie reduzierende Gruppen im Substrat 
fiir die Wirkung sowohl der Saccharogenamylase wie die der Dextrinogen 
amylase (pflanzlichen /-Amylase) unerlaBlich sein sollen. Dies ist aber 
ein Irrtum (3), denn erstens werden bei der ,,Oxydation® nach Maye) 
keine reduzierenden Gruppen oxydiert, zweitens beruht die fehlende 
Amylasewirkung in den Mayerschen Versuchen auf Inaktivierung de1 
Enzyme durch das angewendete Jod; die Abwesenheit von freiem J 
wurde von Wayer nicht kontrolliert. Wir konnten zeigen, daB Starke 
in welcher die etwa vorhandenen reduzierenden Gruppen mit véllige: 
Sicherheit oxydiert sein miissen, ebenso gut spaltbar ist wie die Starke 
selber. 

Die Unabhangigkeit der Amylasewirkung von den freien redu 
zierenden Gruppen laBt sich selbstverstandlich noch besser demon 
strieren, wenn man als Substrat ein niedrigmolekulares Dextrin mit 
gut meBbarer Reduktion wahlt. Wir haben deshalb einige Dextrine 
durch Oxydation mit Hypojodit in die. entsprechenden Dextrinsiuren 
umgewandelt und ihr Verhalten gegentiber den Amylasen untersucht 


Ausgangsmaterial war ein durch Einwirkung von Dextrinogen 
amylase auf Kartoffelstarke gewonnenes «-Dextrin, das friiher be 
schrieben worden ist (4) (es tragt in der zitierten Arbeit, S. 126, Tabelle | 
die Bezeichnung XIT). Das Molekulargewicht des Dextrins war nacl 
der Reduktion 1020. Der Umstand, daB vor und nach dieser Fraktio: 
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andere mit etwa demselben Molekulargewicht isoliert wurden, laBt den 
SchluB zu, daB die Fraktion einigermaBen einheitlich ist. Die Substanz 
wird von Saccharogenamylase vollstindig in Maltose gespalten, sie ist 
also normal gebaut, d. h. enthalt lauter Maltosebindungen. Die Substanz 
ist, nach dem Molekulargewicht zu beurteilen, eine Hexaose. 

10 g des Dextrins in verdiinntem Methanol wurden abwechselnd mit 
methanolischen Lésungen von 5g Jod und 4g KOH versetzt. Nach einer 
halben Stunde wurde viel Methanol zugegeben und das _ ausgefallene 
Kaliumsalz der Dextrinséure (Hexaonsaure) abgenutscht und mit Methanol 
gewaschen. Die Substanz wurde in Wasser gelést, mit ein paar Tropfen 
Thiosulfat versetzt und wieder mit Methanol ausgefallt. Ausbeute etwa 7 g 
Betrachtet man das Ausgangsmaterial als eine Hexaose, sollte das Salz die 
Formel (C,H,)O0;);—CH,OH—(CHOH),—COOK und das Molekular- 
gewicht 1044 haben. Kaliumbestimmung als Sulfat ergab einen K-Gehalt 
von 3,81, wahrend 3,74 berechnet wird. 39 mg Substanz gaben bei der 
volistandigen Saéurehydrolyse 34,5 mg Glucose (berechnet 33,7 mg). 

a) Spaltung mit Speichel. 046g Substanz wurden mit Puffer, 
NaCl und Wasser auf 10 ccm gebracht. Davon je 2 cem + 1 ccm 
Speichel + Toluol. Nach verschiedenen Zeiten wurden die Proben 
schnell aufgekocht, das Toluol verjagt und der gebildete Zucker durch 
Garung mit PreBhefe bestimmt (Tabelle 1). 


Tabelle I. 





Zeit der Behandlung 
mit Speichel 


Zeit der Behandlung 


mit Speichel mg Maltose gefunden 


mg Maltose gefunden 


0 0 2? Std. 10 
5 Min. 28 ‘i a 52 
1 ar 38 144 ,, 55 





Wenn aus der Hexaonsiure je ein Mol Maltose und Tetraonsaure 
entstehen sollten, so wiirde man in den Garversuchen 30 mg Maltose 
erwarten. Werden zwei Molekiile Maltose abgespalten, so mui die 
Ausbeute 60 mg sein. Der. Versuch zeigt also, daB die Substanz normal 
gespalten wird: aus einem Mol Hexaonséure werden zwei Molekiile 
Maltose und ein Mol Maltonsaéure gebildet. Dieselben Bindungen 
werden also in der Hexaonsaure getést wie in der Hexaose. Schon aus 
diesem Versuch geht hervor, daB bei der Spaltung der Hexaonsaure 
das erste Maltosemolekiil viel schneller freigesetzt wird als das zweite. 

b) Spaltung mit Dextrinogenamylase. Versuchsanordnung wie oben 
(Tabelle IT). 

Tabelle II. 





Zeit der 
Enzymbehandlung 


Zeit der 


Enzymbehandlung mg Maltose gefunden 


mg Maltose gefunden 


1 Min. 3 20 Std. 59 
De 55 5 100 ——z, 65 


OP hx 24 
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Auch in diesem Falle erfolgt, obgleich verhaltnismabig langsam. wie 
normale Spaltung der Hexaonsaure. besti 
c) Vergleichende Versuche mit Saccharogen-, Dextrinogen- und 
Speichelamylase. Als Substrat diente sowohl Hexaose und Hexaonsiure 
1. @ 
Tabelle II. M 
2. di 
1 om Seana 2 ecm ae” 1cem Speichel la 
Zei Anfangs- \. Anfangs-| | Anfangs- 2 d 
nas Mal- niehe- Joa- Mal- ousintie- Jod- Mal- rome. of Jod- 3. d 
tose “digkeit farbe |“ digkeit | farbe ‘°° digkeit | farbe lé 
mg mg/Min. mg mg/Min. mg  mg/Min. 
1 Min. 2,1 | blau 7,3 7.0 ‘braun 2,5 blau 
en 5,2)! 2,4 » | ia0 ‘ gelb | 4,0'5 2,3 | violett = 
4. ||10,0) 16,3 farblos 9,8 | rot iit 
Lésliche }| 10 ,, | 23,2 Pa » | 20,5 gelb sa 
Starke )|| 15 ,, | » | 20,5 gelb? ter 
| ee si — -- farblos open 
| 18S8td. | 33,1 » 48,1 37,8 
oo 50 50 50 
had ~~ ancl pea ya Loom Speichel yo 
0 12,8 12,8 1721 94 liege 
1 Min. 18.0 | 46 13,4 6 ¢ 19,6) ~ die | 
2 [2L7{ ” 14,0( °” 20,3 stain 
4. ||28,4 14,8 24,3 
8 ,, |/81,0 15,7 28,0 keit 
ao. ss 32,2 16,7 32,0 Hex 
Hexaose’|| 30 ,, 33,0 18,1 36,1 best 
BD x 33,3 19,6 40,3 : 
20 Std. | 33,2 36,6 41,4 gesp 
ee 38,2 42,8 Dex 
94 ,, || 33,5 38,9 _ we 
240 ,, | 34,5 — 48,7 — 
co 35,1 39,2 47,1 Dex 
vers 
haere ~~ gant 1 sa ~~ aaa 5cem Speichel shar 
pray 
1,5 Min.) 6,5) ) 0 10,0 6,7 
3, j13,8) “4 1,2 14,2 gow 
6 ». hee — 18,4 wese 
15 ,, | 27,7 1,7 20,5 
30. =, 27,8 3,2 21,5 
ie — 23,2 
Hexaon-} 180. 11,5 ) 0.06 
sdure ou ws “eo eat 23,8 s 
|| 24 Std. (29,5 25,7 gefil 
lao 35 35.3 - 
ide ” ~ | Ot, Oo, 
300. 35,8 38,3 muf 
leas nor 
aes 18,6 (=1 Mol.) | 17,3 (= 1 Mol.) 18,7 (= 1 Mol.) : 
\ || 37,1 (= 2 Mol.) || 34,7 (= 2 Mol.) 37,5 (= 2 Mol.) ver? 
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wie lésliche Starke. Die Verzuckerung wurde durch Reduktions- 
bestimmungen festgestellt (Tabelle ITT). 
Aus den Versuchen geht hervor 

1. daB aus der Hexaonsaure zwei Molekiile Maltose nebst einem Molekiil 
Maltonséure gebildet werden: 

2. daB ein Molekiil Maltose schnell abygespalten wird, das zweite viel 
langsamer ; 

3. daB die Anfangsgeschwindigkeiten der Spaltung pro ccm Enzym- 
lésung die folgenden sind: 





Lésliche Stirke Hexaose Hexaonsiure 
Saccharogenamylase ..... 2,4 33 2,2 
Dextrinogenamylase ..... 3.5 0,6 ~ 0,06 
SNE 604.000 Sha nnees 2,3 2,4 1,3 


Die Saccharogenamylase spaltet also die drei Substrate mit praktisch 
derselben Anfangsgeschwindigkeit. Auch bei der Speichelamylase sind 
die Geschwindigkeiten ziemlich gleich. Bei der Dextrinogenamylase 
liegen aber die Verhaltnisse anders, indem aie Starke viel schneller als 
die anderen Substrate angegriffen wird. Dies ist aber durchaus ver- 
standlich, denn bei der Starkespaltung miBt man die hohe Geschwindig- 
keit der Dextrinierung (Spaltung in «-Dextrine), wihrend man bei der 
Hexaosespaltung die viel langsamere Verzuckerung des «-Dextrins 
bestimmt. Noch viel langsamer als die Hexaose wird die Hexaonsdure 
gespalten. Wie schon hervorgehoben (4), erscheint die Spezifitat der 
Dextrinogenamylasepraparate recht eigentiimlich und man kann sich 
schon fragen, ob die Verzuckerung der x-Dextrine wirklich von der 
Dextrinogenamylase selber bewirkt wird. Noch schwieriger ist es selbst- 
verstandlich festzustellen, ob dies fiir die langsame Spaltung der Hexaon- 
siure zutrifft. Man muB ja bedenken, daB die Dextrinogenamylase- 
praparate aus Malzextrakten unter Zerstérung der Saccharogenamylase 
gewonnen worden sind und da es beinahe unmdglich ist, die An- 
wesenheit von Spuren von Saccharogenamylase auszuschlieBen. 


Il. 


Versuche wurden weiter mit Saéuren aus anderen Dextrinen aus- 
gefiihrt; z. B. aus einem «-Dextrin [in der unter (4) zitierten Arbeit 
mit V bezeichnet} mit dem Molekulargewicht etwa 1150. Das Dextrin 
muB8 bis auf geringe Beimengungen von héhermolekularen x-Dextrinen 
normal gebaut sein, da es von Saccharogenamylase beinahe vollstandig 
verzuckert wird. 
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10 g in 500 com Wasser wurden mit einer Lésung von 2g Jod und 4 ¢ 
K J versetzt und dann eine Lésung von 2,2 g KOH sehr langsam zugetropft 
Nach 1 Stunde wurde angesiiuert, das Jod mit Thiosulfat beseitigt, dik 
neutralisierte Lésung eingeengt und mit Alkohol das Kaliumsalz gefallt usw 
Ausbeute 7.4 g. 

Von dem Salz wie von dem unvorbehandelten Dextrin wurde: 
Proben mit Puffer und zwei verschiedenen Saccharogenamylase 
praparaten versetzt. Reduktionsbestimmung nach Willstdtter-Schude/ 
(Tabelle TV). 

Tabelle IV. 





3-Amylasepriiparat 1 } p-Amylasepriparat 2 


Reduktion entspricht % Maltose | 


| 
| 
| 


Reduktion entspricht % Maltos: 


Zeit Zeit 
Dextrin Dextrinsiure Dextrin Dextrinsiure 
2 Min. 45,7 20,4 15 Min. 82,7 51,0 
ee 58,1 31,6 30 ., 85,5 51,0 
ee 70,6 41,2 OO 86,4 51,0 
bie 80,3 46,0 16 Std. 86,4 51,5 
6.5 83,0 46,6 a 86,7 53,8 
24 Std. 87,7 50,7 oe 86,7 56,0 
168° 5, 91,4 59,5 


Auch in diesem Falle wird die Dextrinsiure ohne weiteres ge 
spalten. Aus dem Versuch mit der weniger aktiven Amylaselésung ist 
ersichtlich, daB die erste Halfte der Maltose sehr viel schneller freigesetzt 
wird als die zweite Halfte. Das Dextrin hatte das Molekulargewicht 
1150; es enthalt also im Mittel 7 Glucosereste pro Mol. Selbstverstandlich 
kann es auch eine Mischung von Hexa- und Octaose sein. Auf alle 
Fille miissen bei der vollstandigen Spaltung der entsprechenden Dextrin. 
siure 60—70°, der Maltosemenge freigesetzt werden wie aus dem 
nicht oxydierten Dextrin. Dies ist auch der Fall. Sollte das Dextrin 
wirklich gréBtenteils 7 Glucosereste pro Mol enthalten, wiirde man als 
Produkte der Spaltung 2 Mol Maltose und 1 Mol Maltotrionsaure 
d. h. etwa 55° Maltose erwarten. Die Versuche sind mit diesem Ge 
danken im Einklang, reichen aber selbstverstandlich nicht aus, um 
wirklich zu zeigen, cb das Dextrinpraparat einheitlich oder eine 
Mischung ist. 


Mit denselben Substraten wurde die Einwirkung von «- und 
j-Amylase und einer Mischung beider Enzyme vergleichend untersucht : 
Je 15g Substrat + Enzym - Phosphatpuffer in 150 cem. Zu ver 
schiedenen Zeiten wurden Proben in siedendes Wasser einpipettiert und 
auf bestimmtes Volumen eingeengt. Die Reduktion wurde festgestell 
und ist in der Tabelle V als Maltose berechnet. Vergarbare Zucke! 
(Glueose und Maltose getrennt) wurden im Rest mit frischer PreBhet: 
bestimmt. 
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Tabelle V. 








Dextrin Dextrinsdure 
Zeit Reduktion Garungsversuch Reduktion Garungsversuch 
»Maltose** Glucose Maltose »»Maltose“‘ Glucose Maltose 
% % % % % % 
Dextrinogenamylase 
2,5 Min. 30,4 - si 
| ie 30,8 5,3 
10 ra 32,1 6,6 
oe « 35,0 8,7 — 
24 Std. 63,3 ~ 2 25 19.6 0 10 
3 Tage 72,5 5 10) 34,9 0 29 
; ee 82,0 $2.5 0) 41 
14 : 96,2 51,4 - 
30 = 10 88 53,1 0 51 
Saccharogenam ylase 
2 Min. 41,5 16,2 
5. 58,5 34,2 — 
a 71,2 46,5 
a 82,0 
1 Tag 0 85 46,8 0 45 
3 Tage 0 89 51.0 0 53 
 o 83,1 0) 87 52,4 0 54 
aon 86,9 57.0 
| ee 56.0 0 59 
Dextrinogenamylase Saccharogenamylase 
2 Min. 39,8 2 
Gi 46,5 — 9, 
a 62,2 32,1 
60 ,, 45,3 
24 Std. 80,2 0 &1 46,1 0) 49 
3 Tage 81,5 47,4 0 49 
eS 84,0 0 88 52,9 0 54 
Ie 4 88,2 , 53.4 
ae 88.0 0 89 56.0 0 50 


Beide Enzyme spalten also beide Substrate normal und eine 
Mischung beider Enzyme zeigt keine andersartige Wirkung als die 
5 ig > = 

einzelnen Enzyme. 


Auffallend ist, daB die Glucosebildung durch Dextrinogenamylase, 
die bei der Spaltung des Dextrins wie bei der Spaltung von Starke 
usw. eintritt, bei der Spaltung des oxydierten Dextrins véllig fehlt. 
Dies scheint fiir die oben angedeutete Méglichkeit zu sprechen. daB 
die Spaltung der Dextrinsadure eigentlich nicht durch die Dextrinogen- 
amylase selbst bewirkt wird, sondern vielleicht durch in dem Priparat 
vorhandene Spuren von Saccharogenamylase. Da die Glucosebildung 
bei der Spaltung des nicht oxydierten Dextrins normal eintritt, wiirde 
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man schlieBen, daB dasjenige Enzym, das fiir die Glucosebildung ver 
antwortlich ist, von der Anwesenheit einer reduzierenden Gruppe im 
Substrat abhangig ist. 


Il. 


SchhieBlich seien einige Versuche mit einem anormal gebauten 
a-Dextrin [in der unter (4) zitierten Arbeit mit IT bezeichnet] angefiihrt 
Das mittlere Molekulargewicht des Praparats war 4100. Oxydation 
zur entsprechenden Saure in Methanol-Wasser wie eingangs beschrieben 
Parallelversuche mit Dextrin und Saéure. Reduktions- und Garversuch: 
wie oben. Glucose wurde nicht gebildet (Tabelle V1). 


Tabelle VI. 











Dextrin Dextrinsiure 
_ Reduktion : Maltose Girung: Maltose | Reduktion: Maltose Giirung : Maltose 
Saccharogenam ylase 

2 Min. 14,8 11 5,1 8 
Da 20,2 18 15,0 14 
10: iss 27,3 27 22,8 21 
OU 5 34,5 34 27,8 25 
24 Std. 38,1 3 31,2 28 

7 Tage 50,5 40 32,3 37 

Dextrinogenam ylase 

2 Min 1,4 0 | 2,0 0 

oe 1,4 0 3,5 0 
i ss 2,2 0 
24 Std. 23,6 18 26,4 13 

7 Tage 44,0 34 42,7 36 

Saccharogenamylase + Dextrinogenam ylase 

2,5 Min. 10,7 6 16,1 | 9 

5,0 5 19,4 - 19,4 13 
11 3 26,6 20 23,2 18 
a SE 42,3 36 34,0 26 
24 Std. 54,6 42 47,5 36 

7 Tage 53,5 49 49,5 41 


Die Dextrinsiure wird also wie das nichtoxydierte Dextrin ge- 
spalten. DaB die Spaltung in beiden Fallen unvollstandig bleibt, beruht 
darauf, daB das Dextrin anormal gebaut ist. Vom nicht reduzierenden 
Kettenende aus spalten die Enzyme Maltose ab, bis eine Anomalie in 
der Kette, wahrscheinlich eine 1, 6-Bindung (Verzweigung bzw. Rest 
einer Seitenkette), die weitere Wirkung verhindert. Bei der Spaltung 
ist die Anwesenheit einer reduzierenden Gruppe im Substratmolekii! 
ohne Bedeutung. 


Zusammenfassend laB8t sich also sagen, daB Saccharogenamylas: 
und Speichelamylase Dextrinsiuren vollstandig und normal spalten 








un 
spl 
VO) 
Di 
rec 
OX 
au 
De 


in 
De 
Ma 


vel 





ey 
rt 
On 
n 


he 


e- 
ht 


en 


‘st 
ng 
iil 








Grenzdextrine und Starke. XV. 241 


und zwar mit etwa derselben Anfangsgeschwindigkeit wie die ent- 
sprechenden Dextrine. Die Wirkung dieser Enzyme ist véllig unabhangig 
von der Anwesenheit einer reduzierenden Gruppe im Substratmolekiil. 
Die Dextrinogenamylase spaltet Starke, in welcher die etwa vorhandenen 
reduzierenden Gruppen oxydiert worden sind, ebenso gut wie nicht- 
oxydierte Starke. Die dextrinierende Wirkung des Enzyms hat also 
auch nichts mit etwa vorhandenen reduzierenden Gruppen zu_ tun. 
Dextrinogenamylasepraparate verzuckern auch oxydierte Dextrine; 
es ist aber in diesem Falle nicht unméglich, daB die Wirkung auf anderen 
in dem Praparat vorhandenen Enzymen beruht. Bei der Spaltung der 
Dextrinsduren entsteht immer Maltose als Hauptprodukt, daneben 
Maltonséure; vielleicht Maltotrionsiure bei Dextrinen mit einer un- 
geraden Zahl von Glucoseresten im Molekiil. 


Literatur. 
1) K. Myrbdck, diese Zeitschr. 307, 132, 1941, 2) K. Mayer, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 262, 29, 1940. — 3) B. Ortenblad u. K. Myrbdck, diese 
Zeitschr. 807, 129, 1941. 4) Dieselben, ebenda 807, 123, 1941. 











Uber Grenzdextrine und Stiirke. 
XVI. Mitteilung: 
Uber die Natur der a-Dextrine. 
Von 
Karl Myrbiick. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 5, November 1941.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Auf Grund von Versuchen tiber die Spaltbarkeit der durch Ein- 
wirkung von Dextrinogenamylase auf Starke erhaltenen «-Dextrine 
durch Saccharogenamylase wurde gezeigt (1), daB die x-Dextrine aus 
Kartoffelstarke zweierlei Art sind: 

1. normale «-Dextrine, die von der Saccharogenamylase total 

verzuckert werden, und 

2. anormale x-Dextrine, die nur partiell verzuckert werden. Diese 

z-Dextrine enthalten die Anomalien der Starke, vor allem 
anormale Glykosidbindungen bzw. Verzweigungen der Ketten, 
und geben daher bei der Behandlung mit Amylasen nicht nur 
Maltose, sondern auch Grenzdextrine. 

Im folgenden soll untersucht werden, wie sich die «-Dextrine 
gegeniiber der Speichelamylase verhalten. Die Substrate sind schon 
beschrieben (2), ebenso die Spaltung durch Saccharogenamylase: vg]. 
die Tabelle I der unter (1) zitierten Arbeit. Etwa 0,5 g Dextrin wurden 
in stark verdiinntem Phosphatpuffer von px = 6.8 gelést und mit 1 ccm 
Speichel versetzt. Die Maltosebildung wurde durch Garversuche er- 


mittelt. Glucose wurde in mabigen Zeiten nicht gebildet. Die nach sehr 


langen Reaktionszeiten eintretende Glucosebildung beruht auf einem 
geringen Gehalt des Speichels an Maltase. Zusammenfassung der 
Versuche in der Tabelle I, in der auch die Maltoseausbeuten bei der 
Spaltung durch Saccharogenamylase zum Vergleich mit angefiihrt sind 

Die «-Dextrine verhalten sich also bei der Spaltung mit Speiche! 
prinzipiell so wie bei der Spaltung mit Saccharogenamylase. Ins 
besondere ist zu bemerken, da die «-Dextrine (PD V—XIV), die von 
der Saccharogenamylase vollstandig verzuckert werden, auch mit 
Speichel 100 oder fast 100°, Maltose liefern. Die anormalen «-Dextrine 
(PD I—IV) werden dagegen von beiden Enzymen nur sehr unvoll 
stindig verzuckert. Die Wirkung des Speichels geht jedoch etwas 
weiter als die der Saccharogenamylase. Es hiangt dies sicher damit 
zusammen, daB die Speichelamylase auBer ihrer verzuckernden Wirkung 
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Tabelle I. 


XVI. 





Dextrin- 
fraktion 


PD II 
M = 4100 


PD Ill 
M = 2940 


PDIV 
M = 1910 


PDV 
M = 1150 


PD VI 
M = 1090 


PDIX 
M = 1250 


PDX 
M = 1150 


PD XII 
M = 1020 


PD XIII 
M = 1030 


auch eine dextrinierende Wirkung besitzt, die der der Dextrinogen- 
amylase analog ist. Man kénnte denken, daB z.B. in dem Dextrin- 
praparat PD TI zwei Anomalien (Stumme! der Seitenketten) vorhanden 


Spaltungszeit 


5 Min. 
1 Std. 


24 
44 
70 
95 


4 
24 
48 

1 
24 
48 


Z 


Maltose 


mg 


20 
80 
90 
88 
92 
90 
65 
67 
70 
80 
82 
84 
120 
120 
120 
125 
132 
134 
96 
98 
gy 
120 
129 
130 
128 
123 
128 
130 
136 


Maltose 
berechnet 


mg 


183 


132 


134 


135 


137 


108 


132 


128 


132 


Verzuckerung 
durch 
Speichel 


°o 
o 


49 


89 


98 


92 


99 


100 


103 


Verzuckerung 


durch 


Saccharogenamy lase 


oO 


40 


98 


100 


91 


100 


100 


97 


Spa ying au rch a Amy lase 
| ft . 





Abb. 


Cemeams 


Mal/fose 


sind, wie in der Abb. 1 schematisch angedeutet. 


Teil verzuckert. 


Bei der Wirkung der 
Saccharogenamylase wird dann nur der in der Abb. la hervorgehobene 
Bei Einwirkung von Speichel wird erstens derselbe 
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Teil verzuckert, aber weiter lést das Enzym infolge seiner ,.dextr; 
nierenden‘‘ Wirkung auch eine Bindung zwischen den beiden Anomalien 
Abb. 1b. Dann entsteht aber ein Kettenstiick mit normaler Endgrupyx 
das ebenfalls zum Teil in Maltose umgewandelt wird. Die total 
Maltoseausbeute wird also in diesem Falle gr6éBer. Ist dies richtig, so 
miissen aber die von der Speichelamylase zuriickgelassenen Grenz 
dextrine (die diinnen Striche in der Abb. 1) ein wesentlich kleineres 
Molekulargewicht haben als 51° vom Molekulargewicht des Substrats 
(4100) entspricht. Dies wurde in folgender Weise untersucht: 

10g der «-Dextrinfraktion PD II wurden mit etwas Puffer und 
5ecem Speichel auf 100 cem gebracht (Toluol). Zu den Garversuchen 
wurden je 2ccm stark eingeengt, wieder verdiinnt und mit PreBhefe 
versetzt (Tabelle LI). 

Tabelle IT. 





Zeit Maltose in %% 


17 Std. 47 
65 ,, 48 
17 Tage 49 
a 50 


Das Versuchsgemisch wurde nun aufgekocht, mit PreBhefe voll- 
standig vergoren und dann von der Hefe abfiltriert. Filtrat und Wasch- 
wasser wurden auf 25 ccm eingeengt. 1 ccm reduzierte wie 20,3 mg Glu- 
cose. Bei vollstaéndiger Saurehydrolyse gab 1ccm 143mg Glucose. Die 
mittlere Kettenlinge der Grenzdextrine war also n = 7,1; [«]#?” = + 1930. 

Da die «-Dextrinfraktion PD II mit M = etwa 4100 im Mittel 25 
Glucosereste pro Molekiil enthielt und zu etwa 50% verzuckert wurde, 
so sollte das Grenzdextrin, wenn pro Substratmolekiil je 1 Mol Grenz- 
dextrin entsteht, ein Molekulargewicht von rund 2050 haben. Wenn 
wir statt dessen .M = 1100 finden, so bedeutet dies, wie oben an- 
genommen, da pro Mol «-Dextrin mit M = 4100 2 Mole Grenzdextrin 
entstehen. Die «-Dextrinfraktion PD II enthalt jedenfalls zum gréBten 
Teil Molekiile mit mindestens zwei Anomalien. Die «-Amylasen ver- 
mégen eine Bindung zwischen den beiden Anomalien zu lésen. Bei der 
Darstellung der «-Dextrine PD ist also der Versuch wahrscheinlich 
etwas zu friih abgebrochen worden. 

Selbstverstindlich kann nicht erwartet werden, da die oben be 
schriebene Grenzdextrinfraktion einheitlich sein soll, ebensowenig wie 
das Ausgangsmaterial einheitlich ist. Eine Fraktionierung der Lésung 
mit Alkohol gab folgendes Resultat (Tabelle III): 3,5 g Grenzdextrin 
in 25 cem. 

Aus der Tabelle IT geht hervor, daB die Spaltung des «-Dextrins 
mit Speichel bei einer recht wohldefinierten Grenze haltmacht. Von 
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Tabelle III. 





Reduktion Glucose nach 


Nr. der Gefillt mit als Glucose _ vollstindiger — Ketten- 

Praktion berechnet Siiurehydrolyse linge n 
] Pe ast FIROUON | <a sc ield-e os Sole a 0,038 0.358 9.3 
? 100, pe eas ee ° ¢ 0,203 1,665 8,2 
3 300 ,, " A ee eee eae 0,128 1.046 7,6 
4 600 ,, nf 300 cem Ather. . 0.036 0,187 ,2 
5 pee. ee eee 0,077 0,286 3,7 


einer Nachverzuckerung sieht man wenig. Die nicht vergirbaren Spalt- 
produkte diirften deswegen wirklich die Grenzdextrine sein, die die 
Speichelamylase aus einer gewissen Amylopektinfraktion primar erzeugt. 
Diese Grenzdextrine enthalten unserer Ansicht nach wie iiberhaupt die 
Grenzdextrine Anomalien im Bau, die die Spaltung durch die eigent- 
lichen Amylasen verhindern. Die Kettenlinge eines Grenzdextrins wird 
durch folgende Umstinde bestimmt: Durch die Wirkung der Dextri- 
nogenamylase werden (neben den normalen g-Dextrinen aus Amylose 
und den Seitenketten des Amylopektins) aus dem anormal gebauten 
Kern’ des Amylopektins die anormalen g-Dextrine dadurch gebildet, 
daB zwischen den Anomalien je eine Bindung gesprengt wird. Wo diese 
Bindung liegt im Verhiltnis zu den Anomalien und warum eben diese 
Bindung vorzugsweise gelést wird, laBt sich noch nicht sagen. Aus den 
anormalen g-Dextrinen wird dann vom nicht reduzierenden Kettenende 
aus (bzw. Kettenenden bei verzweigten Molekiilen) Maltose freigesetzt 
bis dicht vor der Anomalie. Der Abstand von der durch %-Amylase 
primar bei der Dextrinierung gelésten Bindung zur Anomalie bestimmt 
die Kettenlinge des Dextrins. Méglich ist selbstverstandlich, da®B 
x-Dextrine bzw. Grenzdextrine unter Umstinden mehrere Anomalien 
pro Mol enthalten. 

Daf} die oben beschriebenen Grenzdextrinfraktionen wirklich zum 
Teil andere Bindungen als Maltosebindungen enthalten, geht unter 
anderem aus Hydrolyseversuchen mit Siure hervor. In der Tabelle IV 
sind Versuche mit Maltose, Starke, Grenzdextrinfraktion 3 der Tabelle III 
und der x-Dextrinfraktion PD XIII zusammengestellt. 

Wir finden also, da auch die hier untersuchte Grenzdextrin- 
fraktion nicht nur viel langsamer gespalten wird als die Maltose, sondern 
auch langsamer als die Starke. Dies kann nur so gedeutet werden, dah 
das Grenzdextrin teilweise anormale Glykosidbindungen enthalt, die 
viel triger hydrolysiert werden als die Maltosebindung. In der Starke 
machen sich die anormalen Bindungen wegen ihrer relativ kleinen Zahl| 
nicht deutlich bemerkbar; auch da fallen aber die Reaktionskonstanten 
bei Spaltungen von iiber 90°, ab. 
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Tabelle IV. 


Hydrolyse in 2,22 n Schwefelsaure bei 100°. 





Maltose Stirke Grenzdextrin 3 e-Dextrin PD X11 


gespalter zespalter yespalten zespalte 
pam tl naps |e Pa en “e ,  gespalte k-10 ge ‘ en k-10 


45,8 5: . 31,5 
69,4 5 d 25 53,0 
33, 72,8 
92.8 52 86,8 
98.5 Hy 62,8 | _ 
98,5 ay PE 96,2 
100 ‘ 66,1 96,7 
100 ¢ 84,7 — 
100 96: ) 90,3 : 97,4 
, 94,1 
99°] 100 
100 100 
100 100 


Die normal gebaute g-Dextrinfraktion PD XILI wird mit eine: 
Geschwindigkeit hydrolysiert, die zwischen der der Starke und der de1 
Maltose liegt. Beachten wir, daB die Konstante der Starkespaltuny 
23 10-3 und die der Maltosehydrolyse k -- 52 - 10-3 ist, so berechnet 
man nach Freudenberg die Hydrolysekonstante eines normal gebauten 
Hexasaccharids zu 

4°23 + 52 


5 


lo-3 eC 


Da der gefundene Wert sogar héher ist (33 - 1073), so kann mit Sicherheit 
geschlossen werden, da das «-Dextrin keine schwer hydrolysierbaren 
Bindungen enthalt. Dies stiitzt also stark den aus Versuchen iiber dic 
enzymatische Spaltbarkeit gezogenen SchluB, daB die Dextrinfraktion 


normal gebaut ist. 
Literatur. 
1) K. Myrbdck, diese Zeitschr. 807, 132, 1941. 2) B. Ortenblad 
K. Myrback, ebenda 307, 122, 1941. 








Fluoreszenzen an menschlichen Knochenaschen. 
Von 
Josef Hoffmann. 


(Aus dem Institut fiir Chem.-Technologie anorg. Stoffe der Technischen 


Hochschule, Wien.) 


( Binge gangen am 2 : Nove mbe r 191 dl } 


Beobachtete Lichtaussendungen. 


Wihrend des Veraschungsvorganges von tierischen und mensch- 
lichen Knochen konnten die verschiedensten Leuchterscheinungen * 
wahrgenommen werden: tief- bis zimtbraune Fluoreszenzen waren 
dagegen an der bei der Veraschung zuriickgebliebenen Mineralsubstanz 
allgemein bei kompakten Knochenresten zu beobachten. Weib ge- 
brannte menschliche Wirbel, sowie Gelenkhécker bzw. nicht eben- 
flachig gebaute Knochengeriiststellen, die im Tageslicht keine Farbungs- 
verschiedenheiten wahrnehmen lieBen, leuchteten im Ultraviolett gelb 
bis orange. Wahrend die braune Fluoreszenz allgemein zu beobachten 
ist, ist die gelb bis orange nur an vereinzelte, vertiefte Oberflachenstellen 
des Skeletts gebunden. 


Vermutung beziiglich der Fluoreszenzursach: 


In den braunfluoreszierenden kompakten Knochenaschen waren 
nachweisbar: PO,, CO,, Spuren von F, Fe, Mn, seltenen Erden, U und 
von organischen Substanzen, Ca und vermutlich Na. Der Urangehalt ! 
war zu 1,1-1l0-$g¢ U pro g Asche 11-10-&% U erfaBbar. 


Zum Nachweis und zur quantitativen Bestimmung von geringen 
Uranmengen wurde das chemisch-fluoreszenzanalytische Verfahren 


benutzt. das optisch unmittelbar 10-6 bis 10-9 g Uran erfaBt. Starkere 
} t om] 


Konzentrationen miissen systematisch verdiinnt werden; zur Er- 


mittlung von Spuren oberhalb 10-* empfiehlt sich der fluoreszenz- 
mikroskopische Nachweis der Uranvlbanden, deren Prigung eine 


Schatzung erméglicht. 


* Thermolumineszenzen. ! Beziiglich des Nachweises wird verwiesen 
auf: Josef Hoffmann, Uran im menschlichen Organismus, Klin. Wochenschr. 
Wien, im Druck, sowie Uran im tierischen Organismus, Tierarzt!. Monats- 
schrift Wien 28, 561, 1941. 
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Die velbfluoreszierenden Stellen, die unter Zubilfenahme vo) 
Ultraviolett von den nicht gelbfluoreszierenden Substanzen getrennt 
wurden, unterschieden sich in ihrer Zusammensetzung dadurch, dal sir 
weder CO,, noch Fe bzw. Mn?*, seltene Erden? und organische Stoff 
aufdecken lieBen. Der Urangehalt konnte mit 1-10-8¢ Ue Asch 

L-10-6°, U ermittelt werden. 


Da Fluoreszenzen des Urans bekanntlich durch Manganspuren und 
organische Stoffe gegen Braun verindert werden, liegt es nahe, dic 
braune Fluoreszenz der Knochenasche hiermit in Zusammenhang zu 
bringen. Gelb bis orange gefirbte Fluoreszenzen® sind auch an Baryten 
beobachtet worden, die 0,015°, U enthielten, obgleich sie Fluoreszenz 
banden der Uranylverbindungen nicht ergeben, die durch Banden 626, 
602, 575 und 555m, charakterisierbar sind. Sie treten hingegen in 
Aufschliissen des Minerals mit Natriumfluorid auf, weil hierbei die 
U(LV)-Form in die U(VI)-Form iibergefithrt wird. Die im Mineral 
vorhandenen Bariumionen behindern die Fluoreszenzstarke der flu 
oreszierenden U(V1)-Verbindung, so daB nur ein Teil des tatsachlichen 
Urangehalts zur Auswirkung kommt. 


Die Fluoreszenz der qgelbleuchtenden Knochenasche. 


Die chemische Zusammensetzung der gelhleuchtenden Knochen 
aschen ist als kohlefreies, fluorhaltiges, schwermetal!freies Uran-Phosphat 
anzusprechen, das abnlich wie die Uranobaryte nur ein kontinuie: 
liches Spektrum ergibt: es ist aber der Unterschied aufdeckbar, das 
das Farbenband der Knochenasche den Griinanteil auffallend  brei 
entwickelt hat. Wird die Knochenasche mit der gleichen Menge Natrium 
fluorid aufgeschlossen, so sind an der AufschluBmasse, zum Unterschied 


gegen den stark uranhaltigen Baryvtaufschluss, keinerlei Uranylbanden 
aufdeckbar, obgleich auch in ihr 1L-10-%¢ U/g Asche = 1- 107-6°, U 
analytisch erfaBbar sind. Es lag nahe, die gleichzeitige Gegenwart von 


einer iiberwiegenden Menge der Calciumionen gegeniiber den benutzten 
Natriumfluoridmengen als Ursache der St6rung anzusehen, die ein 
Uberfiihren der U(IV)- in U(VI)-Atome nicht erméglichte. Da auch 
bei Vermehrung der Natriumfluoridmenge der Nachweis von Urany! 
banden scheinbar deshalb nicht méglich war, weil die Verdiinnung det 


! Beziiglich des Nachweises wird verwiesen auf: J. Hoffmann, Sprech 
sal f. Keramik, Glas 74, Nr. 15, 1, 1941. 2 Fr. Hecht, Mh. Chen 
12, 193, 1931; Hecht u. W. Rohrwig, ebenda 1932/33, S. 281; Editi 
Kroupa, Mik. acta 1938, S. 306. 3 Jos. Hoffmann, Uran im nérdlichen 
Teil des Erzgebirgsbruches, Sitzungsber. Akad. d. Wissenseh. Wien IIb 
1, 12, 1941. 
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Substanz die Uranmenge iiber die Grenze der Nachweisbarkeit verschob. " 


wurde an Stelle des analytischen Weges der der Synthese einge 


schlagen. 


Aufschliisse zur Kldrung der Fluoreszenzursache der Knochenasche. 


Die Untersuchungen wurden im fluoreszenzmikroskopischen Labo- 
ratorium der Hochschule fiir Bodenkultur in Wien, gemeinsam mit 


Max Haitinger } vorgenommen. 


Uranylnitrat-Calciumfluorid-Schmelzen 


Urany!nitrat zeigt die Uranylbanden ausgezeichnet ausgeprigt. 
Wird es mit Calciumfluorid, das bei 51° unzersetzt schmilzt, zu gleichen 
Teilen vermengt erschmolzen, so leuchten im Fluoreszenzmikroskop 
diinne Scheibchen tetl!s gelb, teils griin. Wahrend die griinleuchtenden 
Stellen samtliche Uranylbanden ausgeprigt zeigen, sind bei den gelb- 
leuchtenden simtliche Urany!lbanden mit Ausnahme der gelben nur 
verschwommen erkennbar. Wird der Anteil des Calciumfluorids in der 
Schmelze vermehrt, so leuchtet sie nurmehr gelb. Mit dem Farben- 
wechsel der Fluoreszenz verschwindet die ehedem noch sichtbare 
velbe Bande, so daB nur ein kontinuierliches Spektrum wahrnehm- 
bar ist. Die friiher ausgesprochene Vermutung, daB die groBe Cal- 
ciummenge der gelbfluoreszierenden Knochenasche der Uberfiihrung 
ihres Urangehalts in die Uranylform hinderlich sein diirfte, erhielt 
hiermit eine wesentliche Stiitze. 


Calciumuran yl phos phate 5 


Es wurden in stark verdiinnter Orthophosphorsaurelésung Uranyl- 
nitrat und Calciumnitrat diffundieren gelassen, wobei ein Niederschlag 
entstand, der in einigen Wochen plattenférmige Kristalle bildete von 
der Zusammensetzung Ca (UQOs). (PO4)o°mH,O2. Da die griin- 
leuchtenden Kristillchen die Uranylbanden ausgepragt zeigten, war 
bewiesen, da vorhandene Calciumionen der Bandenauspragung nicht 
abtraglich sind. Es mute deshalb angenommen werden, das das 


' M. Haitinger, Fluoreszenzmikroskop u. Fluoreszenzanalyse, Allg. 
Untersuchungsmeth. i. J. D’Ans, Chem.-Techn. Unters.-Meth., Erg., 8. Aufl., 
1. Teil. Berlin, Springer. 1939; sowie: Lichtstarkes Fluoreszenzmikroskop, 
Mikrochem, 9, 20; 10, 430, 1931. Gearbeitet wurde mit der Quecksilber- 
hochdrucklampe, die sowohl fiir Gleich- als auch fiir Wechselstrom nach 
Vorschalten eines Zwisehengerites (Lux UV. und Lux UW.. Reichert, 
Wien) verwendet wurde. 2 (imelin, Handb. anorg. Chem.. 8. Aufl., Nr. 55, 
1936, S. 231. 











250 J. Hoffmann: 


Uran in der gelbtluoreszierenden Knochenasche nicht in der Uranylforn 
(U V1), sondern in der Uranform (U IV) eingebaut ist. 


Natriumuran ylfluorid-Calciumfluorid-Schmelzen. 


Die aus einer Uranoxydprobe durch AufschluB mit Natriumfluoricd 
vewonnenen Natriumuranylfluoridglaser fluoreszieren grell gelb und 
haben die Uranylbanden ausgezeichnet ausgepragt. Wurden die Natrium- 
uranylfluoridgliser aber mit der gleichen Menge Calciumfluorid ver 
mengt neu geschmolzen, so leuchteten sie griin; gleichzeitig hatte sic] 
das Fluoreszenzspektrum derart geandert, da die rote und gelby 
Bande nur angedeutet war und sich die griine auffallig breit entwickelt 
hatte. Bei weiterem Calciumfluoridzusatz verloschen die rote und gelbe 
Bande véllig und die griine war nur verschwommen wahrnehmbar 
Wurde der Calcitimzusatz weiter vermehrt, so blieb zwar das griin: 
Leuchten noch erhalten, doch war seine Lichtstarke nur ein Bruchtei! 
der des reinen Natriumfluoridglases. Es war der Beweis erbracht, dati 
Calciumfluorid, in entsprechenden Mengen einem Natriumurany!- 
fluoridglas beigegeben, die Uranylbanden verléschen, d. h. die Urany! 
form zur Uranform reduzieren !aBt 1. 


Ursache, weshalb die gelbfluoreszierende Knochenasche keine 
Uranylbanden aufdecken lapt. 


Fiir die Uberfiihrung des hier vorliegenden Fluorcalciumuran (IV 
Phosphats in eine Uranylverbindung liegen die Umstande aus ver 
schiedenen Griinden ungiinstig. Die Stellen der Knochenaschen, dir 
von Ultraviolett zu einer gelben Fluoreszenz angeregt werden, sind 
nur durch sehr diinne Schichten bedingt. Das HerausmeiBeln det 
értlich und beziiglich der Ausbreitung beschrinkten Probemenge wa: 
nur unter Ultraviolettbeleuchtung méglich. Die kaum 0,3 mm dicke 
Belage enthielten meist noch Anteile der braunleuchtenden Knochen 
asche und muBten deshalb nachprapariert werden. Zur Gewinnung von 


' Von ahnilichen Einfliissen der Erdalkalien berichtet auch Ilse Lahn 


(U- und Th-Bestimmung an Kalken usw., Sitzungsber. Akad. d. Wiss 
Wien La, 148, 149, 1939, und zwar 8.155). Sie konnte bei Kalium- und 
Barium in geringen Konzentrationen keinen EinfluB auf die Uranylfluores 
zenz feststellen, beobachtete aber bei gréBeren Mengen ein Herabsetzen de: 
Leuchtkraft, womit der friiher erwaihnte Einflu8 der Bariumionen bei de: 
Fluoreszenz der Uranbaryte im Einklang steht. Bei Zusatz geringer Calcium 
ionen fand Lahner einen Farbenumschlag der Fluoreszenz nach Griin und 
bei einem gréBeren Zusatz ein nahezu vélliges Ausléschen der Fluoreszenz 
Sie fand bei einem Zusatz von 1°, Caleciumfluorid die Herabminderun: 
von fast um die Halfte der urspriinglichen Lichtstirke und bei 6°, nahez 
ein Verléschen. 
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0.052 Probe war der Gelenkhécker eines Oberarmes und eines Ober 
schenkels nétig. Da die Calcitummenge im Verhaltnis zur Uranmenge 
sehr stark tiberwiegt, sind sehr groBe Natriumfluoridmengen Voraus- 
setzung eines normalen Phosphataufschlusses, wobei die geringe 
Uranmenge zu 10-8 g U/g Substanz iiber die Grenze der Nachweisbar- 
keit der Uranylbanden verdiinnt wird. Beim Uranbaryt liegen die 
Verhaltnisse deshalb ungleich giinstiger, weil die Bariumionen nicht 
die Uberfithrung der U(IV)-Form in die U(V1)-Verbindung verhindern 


und auBerdem der Urangehalt héher ist (1,5 - 10-2). 


Zusammenfassung. 


Bei braunfluoreszierenden menschlichen Knochenaschen wurden 
Uran, Eisen, Mangan und organische Relikte fiir die Fluoreszenz ver- 
antwortlich gemacht. Gelbfluoreszierende Stellen lieBen weder Eisen, 
noch Mangan bzw. organische Relikte nachweisen. Die Fluoreszenz- 
ursache scheint einem Urancalciumfluorphosphat zuzuordnen zu sein, 
welches das Uran in vierwertiger Form enthalt. 














Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 
X. Mitteilung!: 
Uber die d-Leueyl-glyein-spaltende Peptidase. 
_Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstitutes fiir Chen 
therapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 11. November 1941.) 


Die Nichtspalt barkeit der sogenannten unnatiirlichen oder d-Pept id 
durch das Proteasensystem des tierischen Organismus — dem intra- wir 
extracellular tatigen galt bis vor kurzem als ,,Dogma‘‘2. Auf dieses 
griindet sich u.a. auch die Auffassung, die F. Kégl und H. Eralehen 
im Anschlu8 an den Nachweis partiell racemischer Aminoséuren in 
Hydrolysat von TumoreiweiB iiber das autonome, infiltrierende uni 
destruierende Wachstum bésartiger Geschwiilste ausgesprochen habe 
und darauf stiitzt sich auch die von EF. Waldschmidt-Leitz und K. Mayer ' 
vorgeschlagene Krebsdiagnose. Das Fehlen ,,unnatiirlicher’ ode: 
d-Proteasen im normalen Organismus soll es den enzymatischen Abwelir- 
kraften, wie behauptet wird, unméglich machen, die mit ,,unnatiir 
lichen‘ Aminoséuren durchsetzten Proteine der Krebszelle anzugreifen 
und abzubauen und somit das schrankenlose Wachstum_ bésartige: 
Neubildungen erméglichen. Fiir 2. Waldschmidt-Leitz und seine Mit 
arbeiter war durch den behaupteten Nachweis der Spaltbarkeit von 
d-Komponenten einiger racemischer Peptide ausschlieBlich durch das 
Blutserum Krebskranker die Grundlage einer Krebsdiagnose gegeben 
Da man im 7'umor, der nach Kéqls Theorie eigentlichen Bildungsst att: 
der d-Peptidasen, keine solchen fand, faBte man die im Blutserun 
scheinbar nachgewiesenen als ,,Abwehrfermente auf und erwartet: 
von deren Vermehrung, z. B. durch Injektion von d-Peptiden, eine 
therapeutischen Einflu8 auf das Geschwulstwachstum: diesen will ma 
dann auch beobachtet haben. 

Bei so wichtigen Problemen hat es_ natiirlich nicht an 
Bemiithungen gefehlt, die sich aus der Kéglschen Theorie der Krebs 


1 TX. Mitteilung dieser Reihe, Naturwiss. 29, 709, 1941. — ? Alle: 
dings wurde schon friiher von M. Bergmann und seinen Mitarbeitern ein 
Spaltung von d-AG. und d-AGG,. durch Diinndarmschleimhaut-Extrak' 
beobachtet, wofiir die Autoren die ,,natiirliche’’ Dipeptidase verantwortlic! 
gemacht haben (J. of biol. Chem. 109, 325, 1935; 117, 189, 1937). 

% Zeitschr. f. physiol, Chem. 258, 57, 1939, und zwar 8S. 79 u. 91. — * Ebend 
262, IV, 1939; 268, I, 1940. 
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entstehung ergebenden Folgerungen auch enzymatischer Art (soweit 
dies gegenwartig tiberhaupt experimentell méglich ist), vor allem die 
\ngaben von FE. Waldschmidt-Leitz, nachzupriifen'. Die Ergebnisse 
dieser Bemiihungen sind sehr widerspruchsvoll. Ein schliissiger Nachweis 
von d-Peptidasen gelang weder in Krebszellen noch in anderem tierischem 
Material. Einer der Griinde dafiir ist, daf man sie unter Bedingungen 
nachzuweisen suchte, die worauf wir schon aufmerksam gemacht 
haben? — selbst fiir die Bestimmung verschiedener , natiirlicher’* Di- und 
Aminopeptidasen ungeniigend sind. Nach A. Bayerleund F. H. Podloucky® 
lassen sich die Angaben von Waldschmidt-Leitz nicht reproduzieren. Diese 
Aussage trifft auf Grund unserer Erfahrung insofern zu, als es unter 
den bisher tiblichen Bedingungen unmdglich ist, eine Spaltung beispiels- 
weise selbst von d-Leucyl-glycin — vorallem durch Serum — einwand frei 
nachzuweisen, selbst wenn man die Spaltungsdauer so lange und die 
Wenge des zu untersuchenden Materials so grof wdahlt, dai die Durch- 
fiihrung der Spaltung und die Genauigkeit der titrimetrischen Erfassung 
des Aciditatszuwachses in Frage gestellt werden. Dagegen konnten wir 
zeigen, dal} vor allem Nieren-Ausziige, weniger Leber-Ausziige, schon 
unter den bisherigen Bedingungen auch die d-Komponenten von 
Glyeyl-d, l-leucin und Glyeyl-d, l-alanin innerhalb kurzer Zeit weit- 
gehend zu spalten vermégen?, 

Die Frage nach der Existenz oder Nichtexistenz von d-Dipeptidasen 
im normalen und krebskranken Organismus ware schon friihzeitig ent- 
schieden worden, wenn man sich dabei der von uns 1938 aufgefundenen und 
dann ausfiihrlich untersuchten Aktivierung von Di- und Amino-peptidasen 
bestimmter Herkunft (den sogenannten Anaero-peptidasen) durch Eisen 
bow. Mangan und Cystein beim Nachweis der d-Leucyl-glycin-Spaltung 
bedient hatte 5. Denn hier gelingt es unschwer, wie wir kiirzlich mitgeteilt 


1 H. Bayerle u. Mitarbeiter, diese Zeitschr. 804, 259, 1940; Zeitschr. 
i. Krebsforsch. 50, 220, 1940; Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 189, 1940; 
diese Zeitschr. 307, 159, 341, 1940/41; H. v. Euler u. Mitarbeiter, Zeitschr. 
f. physiol. Chem, 265, 133, 1940; Deutsche med. Wochenschr, 1940, 8. 1078; 
Zeitschr. f. Krebsforsch. 50, 552, 1940; 51, 193, 248, 433, 1941: BF. Abderhalden 
u. G. Caesar, Fermentforsch, 16, 299, 1940; FE. u. R. Abderhalden, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 266, 253, 1940; 270, 1, 1941; H. Herken u. H. Eraleben, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 251, 1940; 269, 47, 1941. 2 Diese Zeit- 
schrift 308, 359, 1941. 3 H, Bayerle u. F.H. Podloucky, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 264, 189, 1940. 1 Naturwiss. 29, 518, 1941. Zink fordert 
nicht, wie wir angegeben haben, diese Spaltungen. Die beobachtete Akti- 
vierung kommt anders zustande. 5 J. M. Johnson u. Mitarbeiter haben 
dies anscheinend mit Erfolg getan (Chem. Centralbl. 1941, I, 908; die 
Originalarbeit war uns leider bisher nicht zugangiz), H.v. Ruler u. Mit- 
arbeiter dagegen ohne Erfolg (Zeitschr. f. Krebsforsch. 51, 248, 1941). Wir 
nehmen aber an, da es auch diesen nun auf Grund der vorliegenden An- 
gaben méglich ist, die d-LG.-Peptidase in Organen, enbryonalem und 
Krebsgewebe nachzuweisen. 


1i* 











254 E. Maschmann: 


haben!, in Anwesenheit von Eisen bzw. noch besser Mangan + Cystei) 


eine d-Leucyl-glycin-spaltende Peptidase in Ausziigen aus Organe) 
normaler Tiere, im Embryonalextrakt und in Tumorausziigen nachzi 
weisen. Auch getrocknete und gepulverte Organe enthalten noch das 
inaktive Enzym, denn beim Trocknen des Organbreies z. B. mit Aceto: 
wird es nicht geschadigt. Die d-LG.-Peptidase wird aus dem Trocken 
pulver sehr leicht, und zwar schon durch Wasser, in kurzer Zeit vollstandic 
herausgelést, ebenso wie die anderen Di- und Aminopeptidasen, soweit si: 
nicht beim Trocknen weitgehend zerst6rt worden sind, wie z. B. die AGG 

und GGG.-spaltenden Peptidasen?. Wie bestindig die .,unnatiirliche: 
Peptidase ist, geht daraus hervor, da® wir aus ungefahr 10 Jahre alten 
Ochsen-, Schweine- und Meerschweinchen-Nierenpulvern noch verhalt 
nismabig gut wirksame Ausziige bereiten konnten. Die d-LG.-Peptidase 
zeigt sich demnach gegen Trockenmittel ziemlich widerstandsfahig 
widerstandsfahiger selbst als andere ,,natiirliche’’ Amino-peptidasen 

Bei der Bestimmung des d-LG.-Peptidasegehalts von frischem 
tierischem Material verschiedener Herkunft fanden wir in der Rege! 
die parenchymatésen Zellen (Niere, Leber) enzymreicher als embryonale und 
Mause-Krebszellen®. Man begegnet also hier den gleichen Verhaltnissen 
wie wir sie frither bei vergleichenden Untersuchungen des Proteasen- 
Gehalts (Kathepsin und Peptidasen) von Organen, embryonalem und 
Krebsgewebe angetroffen haben *. Wir haben damals daraus abgeleitet 
daB der Eiweif}-Umsatz in parenchymatésen Zellen gréBer ist ode: 
sein kann als in embryonalen und Krebszellen. 

Durch den Nachweis, daB d-LG., G.-d-L., G.-d-A. (und auch 
d-AG. wie d-AGG.) vom Enzymsystem des normalen Organismus ge‘ 
spalten werden kénnen, sind die Griinde, die F. Kégl und H. Eralehen 
fiir das autonome, infiltrierende und destruierende Wachstum des 
Krebsgewebes angeben, nicht mehr stichhaltig. Das Vorkommen von 
,.d-Peptidasen** weist namlich darauf hin, da8 der Organismus selit 
wohl auch dann iiber Mittel verfiigt, die Krebszelle anzugreifen und ihr 
EiweiB abzubauen, wenn dieses mit ,,unnatiirlichen’’ Aminosauren 
durchsetzt sein sollte. Warum er diese Mittel nicht oder nicht erfolgreich 
anzuwenden vermag, kann nicht am , ,abgearteten’’ EiweiB der Krebszelle 


1 Naturwiss. 29, 518, 1941; 29, 691, 1941; 29, 709, 1941. — 2 Un- 
veréffentlichte Versuche. Bei der Acetontrocknung von Gewebebrei (Lebe: 
und Niere vom Meerschweinchen, Kaninchen und von der Ratte, Mause 
Carcinom und -Ascitestumor-zellen) werden die Trager des AGG.- und 
GGG.,-Spaltungsvermégens weitgehend irreversibel inaktiviert, wahrend da- 
LGG.-Spaltungsvermégen so gut wie vollstandig erhalten bleibt. 

3 Nachtrag bei der Korrektur: Jensen-Sarkomzellen finden wir ebenso 
,.d-Peptidasen“-reich wie Rattenleber- und -nieren-Zellen. — 4 EB. Masel 
mann u. EH. Helmert, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 161, 1933; 218, 142. 
1933; Zeitschr. f. Krebsforsch. 45, 423. 1937; Arbeiten a, d. Staatsinstitut 
f. exper. Therapie u. d. Georg Speyer-Haus, Heft 34, 1, 1937. 
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liegen, sondern mup andere Ursachen haben. Schon allein die Tatsache, 
daB normale Zellen iiber gréBere Mengen d-LG.-Peptidase (und anderer 
_d-Peptidasen*’) verfiigen, paBt nicht in Aégls Theorie der Krebs- 
entstehung hinein. Da die Proteine normaler Ze!len (Leber, Niere) keine 
cunnatiirlichen’’ Aminosaéuren enthalten sollen, scheint aus dem ver- 
haltnismaBig groBen Gehalt dieser Zellen an .,unnatiirlichen’ Pepti- 
dasen hervorzugehen, da diese andere Funktionen zu erfiillen haben 
als d-Aminosauren — soweit solche iiberhaupt intracellular auftreten 
mit anderen zu verkniipfen. 

Noch eindeutiger entscheiden unsere Versuchsergebnisse gegen die 
Bemiihungen von Waldschmidt-Leitz um eine Krebsdiagnose und 
-therapie. Einer naheren Begriindung bedarf es hier woh! nicht mehr. 

Wir haben uns bemiiht, soweit es die Kostbarkeit des Substrats 
zulieB, die d-LG.-Peptidase (oder ihr Apo-enzym) zu reinigen, um sie 
besser kennzeichnen zu kénnen, als dies mit Glycerinausziigen aus 
frischem Organ-brei und mit wésserigen Ausziigen aus getrocknetem 
Organ-pulver méglich ist. Diesem Bemiihen kommt die verhaltnismabig 
groBe Widerstandsfahigkeit des Enzyms (oder seines Apo-enzyms) 
gegen verschiedene MaBnahmen entgegen!. Infolgedessen ist der Verlust 
an d-LG.-Peptidase, z. B. bei einer dreitaégigen Dialyse der Glycerin- 
ausziige bei Zimmertemperatur gegen destilliertes Wasser (vom px 
etwa 8) gering, geringer sogar als der an |-LG.-Peptidase. 

Gute Reinigungserfolge lieBen sich mit Aceton erzielen: Durch 
fraktionierte Fallung des EiweiBes der Ausziige gelang es, die 1-LG.- 
von der d-LG.-Peptidase so weitgehend zu trennen, daB sich das an- 
fingliche Spaltungsverhaltnis 1-LG.:d-LG. stark zugunsten der d-LG.- 
Spaltung verschob. Wahrend das Spaltungsverhaltnis der benutzten 
Ausziige ungefihr 12: 1 war, betrug es bei den besten unserer Praparate 
nur noch ungefahr 1:1, d.h. gleiche Mengen dieser Praparate zerlegten 
nach Ergdinzung durch Mangan |-Leueyl-glycin und nach Ergdnzung 
durch Mangan — Cystein d-Leucyl-glycin gleich schnell. Aus unseren 
Versuchsergebnissen geht zweifelsohne hervor, dab I-LG. und d-LG. 
von zwei verschiedenen Enzymen gespalten werden und nicht, wie es 
manchmal schien und durch die Aktivierungsverhaltnisse nahegelegt 
wird, von einem Apo-enzym und zwei Co-Enzymen. Die beiden Pepti- 
dasen vom bisher erreichten Reinheitsgrad sind unter verschiedenen 
Bedingungen optimal wirksam: die eine mit Mangan allein, die andere 
mit Mangan — Cystein. Ob auch ihr Wirkungsoptimum verschieden 
ist, muB noch untersucht werden. 


1 Demgegeniiber haben FE. Bamann und O. Schimke (Naturwiss. 24%, 
558, 1941) bei erhéhter Temperatur und schwach saurer bzw. schwach 
alkalischer Reaktion vorzugsweise eine Zerst6rung der d-LG.-Peptidase 
beobachtet und in einem Beispiel auf diese Weise erstmals |-L.G.-Peptidase 
frei von d-LG.-Peptidase erhalten, 











E. Maschmann: 


Uber die d-LG.-Peptidase laBt sich auf Grund der vorliegende: 
Beobachtungen noch folgendes aussagen: Das Enzym liegt in Ausziigen 
und Priparaten so gut wie vollstaéndig im tnaktiven Zustand vor. 1) 
vitro bedar{ es der Ergdanzung durch Mangan + Cystein, um vollwirksay, 
zu sein, wobei die SH-Konzentration von Bedeutung ist, da, wie sic] 
bemerkenswerterweise gezeigt hat, eine zu grobe SH-Konzentration 
das Aktivierungsvermégen der Kombination stark herabsetzt. Etwas 
schwacher wirkt die Kombination Eisen -— Cystein. Von den einzelnen 
Komponenten Mangan, Eisen oder Cystein vermag ohne Og-Ausschlul 
nur Mangan die Peptidase in den Ausziigen merklich zu aktivieren, in 
reineren Praparaten geht dessen Aktivierungsvermégen zum Teil stari 
zurtick!, Bei Ausziigen aus getrockneten Organen-sind wir solchen be 
gegnet, deren d-LG.-Peptidase durch Mangan fast so weitgehend wie 
durch Mangan +- Cystein wirksam wurde, wahrend die Unterschiede bei 
Glycerinausziigen aus frischen Organen immer gréBer, teilweise sehr grol) 
waren. Es ist wahrscheinlich, daB die d-LG.-Peptidase in hochgereinigten 
Praiparaten nur noch durch Metall — Sulfhydry! wirksam wird. Soweit 
wir bisher sehen, verhalt sich die d-LG.-Peptidase in bezug auf ihre 
Aktivierbarkeit im wesentlichen so wie die Anaero-peptidasen 2. Es 
wird zu priifen sein, ob die dort gegebene Deutung des Aktivierungs- 
mechanismus auch auf die d-LG.-Peptidase tibertragen werden kann 


Um weitere Unterschiede zwischen der d- und 1|-LG.-Peptidase 
aufzuzeigen, haben wir das Verhalten der beiden Enzyme im gleichen 
Praparat noch gegen andere Zusatzstoffe untersucht und die Ergebnisse 
einander gegeniibergestellt. Den markantesten Unterschied zeigen 
beide mindestens in dem bisher vorliegenden Reinheitsgrad im 
Verhalten gegen Magnesium und Zink: Beide Metalle haben sich bei 
unseren fritheren Untersuchungen® als ausgezeichnete Beschleuniqr: 
der 1-LG.-Spaltung erwiesen, was auch fiir diese Praparate zutrifft 
Dagegen vermégen sie beide die inaktive d-LG.-Peptidase nicht zu 
einer meBbaren Wirksamkeit anzuregen. 


Die aus Meerschweinchen-Lebern stammenden Praparate, welche 
l- und d-Leuecyl-glycin ungefaihr gleich rasch spalten, besitzen fiir 
andere Di- und Tripeptide nur noch ein geringes oder praktisch tiberhau pt 
kein Wirkungsvermégen mehr. Zum Teil sind die Amino-peptidasen 
wie die 1-LGG.-Peptidase, abgetrennt, _ «1 Teil aber irreversibe! in 
aktiviert, aus Griinden, die in der VIII. Mitteilung dieser Reihe * 
ausfiihrlich beschrieben sind. 


1 Zweiwertiges Eisen aktiviert auch, aber es geht rasch in dreiwertige> 


iiber, das wirkungslos ist. — 2 Vgl. diese Zeitschr. 302, 332, 1939; 307, 1, 
1940. -- 3 [. bis VIII. Mitteilung dieser Reihe, Naturwiss. 28, 765, 780, 
1940; diese Zeitschr. 808, 359, 1941; ebenda 309, 179, 1941. 4 Ebenda 


811, 29, 1942. 
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Durch die Auffindung der Aktivierung intracelluldrer Di- und Amino- 
peptidasen verschiedener Herkunft durch Eisen bzw. Mangan + Sulf- 
hydryl (BE. Maschmann) oder durch bestimmte Metalle allein (J. M. 
Johnson, kb. Maschmann) ,allt auch neues Licht auf die Aktivierung 
intracelluldrer Proteinasen pflanzlicher, tierischer und bakteérieller 
Herkunft durch Sulfhydryl (W.Grassmann, E. Waldschmidt- Leitz, 
kk. Maschmann) und auf das Zusammenspiel von Proteinasen und 
Peptidasen in vivo. 

Da nach S. Edlbacher} auch die Arginase durch Mangan und nach 
H. Erdtman?, E. Bamann®, L. Massart* und R. Cloetens5 bestimmte 
Phosphatasen durch fast die gleichen Metalle wie manche Peptidasen 
aktiviert werden, liegt die Vermutung nahe, daB viele intracellular 
Hydrolasen die gleichen Co-Enzyme besitzen oder mindestens, da be- 
stimmte Metalle an den verschiedensten hydrolytischen Vorgangen in 
der Zelle beteiligt sind. 


Beschreibung der Versuche. 
I. Ausgangsmaterial und Versuchshedingungen. 


1. Glycerinauszug aus frischem Organ- und Gewebebrei: Die aut d-LG.- 
Peptidasegehalt untersuchten und zur Reinigung des Enzyms benutzten 
Glycerinausziige wurden wie folgt bereitet: Die Organe, Lebern und Nieren 
von Kaninchen, Meerschweinchen, Ratten, Mausen und Hiihnern und das 
Adenocarcinom der Maus, wurden sogleich nach dem Entbluten der Tiere 
entnommen und zerkleinert, die gréBeren in der Fleischmaschine gemahlen, 
die kleineren und die Tumoren zuerst mit der Schere zerschnitten, dann 
mit Quarzsand im Morser zerrieben. Ebenso verfuhr man mit den 12tagigen 
Hiihnerembryonen und den ungefaihr 15tégigen Rattenembryonen. Den 
Organ- und Gewebebrei vermischte man mit 2 Teilen Glycerin (D.A.B. 6), 
schiittelte die Suspension tagsiiber des 6fteren, trennte nach 2tagigem 
Stehen bei Zimmertemperatur den Extrakt vom Ungelésten durch 30 Mi- 
nuten langes Zentrifugieren bei 12000 U/min und filtrierte jenen durch 
Spezialfilter (Schleicher & Schill Nr. 520a diinn). Die Ausziige wurden 
bei + 2° aufbewahrt. 

2. Wasseriger Auszug aus Organ-Trockenpulver: Der Organbrei wurde 
zweimal mit der 5fachen Menge Aceton unter 6fterem Umschiitteln 15 Mi- 
nuten behandelt, das abgenutschte Produkt im Exsiccator iiber P,O; ge- 
trocknet und in einer sogenannten tiirkischen Kaffeemiihle gemahlen. Die 
Ausziige bereitete man, indem 1 Teil Organpulver mit 10 Teilen Wasser 
wahrend 30 Minuten entweder auf der Maschine gelinde geschiittelt oder 
im Mo6rser verriihrt wurde. Dann trennte man Auszug und Ungeldstes 
auf der Zentrifuge (5000 U/min). Beim Einstellen des pq der Ausziige 
auf 8 fallen bemerkenswerterweise ziemlich kraftige Niederschlige aus®, 
nach deren Abtrennen die Extrakte gelb bis goldgelb sind und schwach 
fluoreszieren, Mit Toluol iiberdeckt wurden sie im Kiihlschrank aufbewahrt. 





—_ ell 
' Zeitschr. f. physiol. Chem. 254, 275, 1938. 2 Ebenda 172, 182, 
1927; 197, 21), 1928. — 3 Ebenda 229, 125, 1934; Naturwiss. 28, 142, 1940. 
+ Naturwiss. 27, 535, 1939. 5 Ebenda 27, 806, 1939. 6 Aber nur, 


wenn die Ausziige von Lebern stammen. 
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Zwei Tatsachen sind hier bemerkenswert: |. daB schon eine si 
kurzdauernde Extraktion mit Wasser geniigt, um, wie Tabelle I belegt 
die d-LG.-Peptidase aus dem Trockenpulver herauszulésen, und 2. daj; 
die Anzahl und Dauer der Aceton-Behandlungen des Organbreies, wii 
Tabelle IL zeigt, keinen meBbaren EinfluB auf die extrahierbare d-LG 
Peptidase-Menge ausiibt. Demnach ist das Enzym (das inaktive Enzym 
oder vielleicht sein Apo-enzym) gegen TrocknungsmaBnahmen sehr 
widerstandsfaihig, was sich auch bei den ReinigungsmaBnahmen giinst iv 
auswirkt. 


Tabelle I. Einflu®B der Dauer der Extraktion auf den d-LG 
Peptidase-Gehalt der Wasserausziige aus getrocknetem Organ 
pulver. 

Meerschweinchen-Leberpulver wurde a) 15 Minuten (Auszug I), b) 60 Mi 
nuten mit 10 Teilen destilliertem Wasser von py etwa 8 (Auszug IT) und 
c) 60 Minuten mit 10 Teilen Wasser extrahiert. Klare goldgelbe, fluores 
zierende Lésungen. Die beim Einstellen des py auf 8 ausfallenden, ziemlic! 
kraftigen Niederschlage wurden abgetrennt. Im 5cem-Ansatz wurden 
0,25 cem der Ausziige gepriift. Spaltungsdauer 2 Stunden, ¢ 40°, Ti 
trationsprobe 2 ccm. 





d-LG.-Spaltung 


Auszug Zusatz (com n/20 K OH) 
I Mn m/1000 + Cystein m/250 1,24 
If a + ca * 1,17 
Ill 7 - ee “a 1,20 


Tabelle 11. EinfluB der Troecknung auf die d-LG.-Peptidase 
und andere Amino-peptidasen. 

Beispiel: 10 Meerschweinchenlebern wurden zweimal durch die Fleisch 
maschine getrieben, der Brei in drei Portionen geteilt. Die I. Portion wurde 
zweimal mit 5 Teilen Aceton 15 Minuten lang behandelt, abgesaugt und 
getrocknet. Die II. Portion wurde zuerst zweimal mit 5 Teilen, dani 
dreimal mit 2 Teilen Aceton 10 Minuten lang behandelt usw. Die ILI. Portion 
wurde wie die II., jedoch zehnmal behandelt. Nach dem Trocknen im Exsik 
kator iiber P,O, wurden die Riickstande fein gepulvert. Die wiasserigen Au- 
ziige wurden bereitet, indem man | Teil Organpulver mit 10 Teilen Wasser im 
Morser waihrend 15 Minuten verrieb. Dann trennte man Lésung und Un 


geléstes bei 10000 U /min. Im 5 cem-Ansatz wurden bei d-LG. 0,50 ccm. 
bei d,1-LG. 0,05 cem Auszug angewandt. Versuchsdauer 1 Stunde 


Probe 2 ccm. 





d-LG.-Spaltung (ccm n/20 K OH) d, 1-LG.-Spaltung (ccm n/20 K OH 





Auszug aus 


— Mn Mn+ SH | - Mn Zn 
Praparat I 0,02 0,59 0,93 0,35 ( 1,80 0,82 
OR | 0,01 0,65 0,90 0,37 0,86 0,86 


oe 0,02 0,65 0,94 0,2 0,86 0,85 
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Im AG.-Versuch wurden 0,025, im GG.-Versuch 0,05, im LGG-, AGGC.- 
und GGG.-Versuch 0,15 cem Auszug gepriift. Versuchsdauer 1 Stunde. 
Probe 2 cem. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Auszug aus — , 
GG./Co LGG.Mn AGG. GGG 


AG./Mg 


Praparat I 1,84 1,66 1,30 0.01 0.00 
oe ee 1,84 1,59 1,37 0,00 0,02 
» lil 1,90 1,70 1,35 0,02 0,00 


Wie aus Tabelle II hervorgeht, sind auch , nattirliche** Di- und Amino- 
peptidasen verhaltnismaBig wnempfindlich gegen die Trocknung: nur die 


AGG.- und GGG.-Peptidase werden dabei weitgehend auch schon 
durch zweimalige Behandlung mit Aceton — zerstdrt. Auch die zehnfache 


der in Tabelle IT angewandten Menge Auszug vermag AGG. und GGG. 
nicht zu spalten. Die ,,Aminopolypeptidase’’, die man also aus aceton- 
yetrockneten Organen extrahieren kann, spaltet von LGG., AGG. und 
GGG. nur noch LGG. kraftig. Diesen Befund, der unseres Wissens neu 
und fiir Reinigungsversuche wichtig ist, werten wir auch als Beitrag zu 
unserer Auffassung tiber die ,,Aminopolypeptidase™. 


3. Das als Substrat dienende d-Leucyl-glycin (d-LG.), («)j} 81°, 
hatte uns Herr Dr. F. Seitz (Chemische Fabrik F. Hoffmann-La Roche, 
Berlin) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm auch hier 
aufrichtig danken. Die anderen Substrate, wie d, |-Leucyl-glycin (d, 1-LG.), 
d, l-Alanyl-glycin (AG.), Glyeyl-d, l-alanin (GA.), Glyeyl-glyein (GG.), 
d. 1-Leucyl-glyeyl-glyein (LGG.), d,1l-Alanyl-glyeyl-glyecin (AGG.) und 
Diglveyl-glyein (GGG.) waren von uns dargestellt worden. 

!. | ersuchsbedingungen: Das Volumen der Spaltungsansiitze betrug 
bei d-LG. 2,50 oder 5, bei allen anderen 5 cem, die Titrationsprobe | oder 
2ccm. Die Werte fiir die d-LG.-Spaltung miissen deshalb beim Vergleich 
mit denen der d, 1-LG.-Spaltung da, wo die Titrationsprobe nur I cem betrug, 
verdoppelt werden. Ein Aciditatszuwachs von 1,20 cem bei der 1-cem-Probe, 
von 2,40 eem n/20 KOH bei der 2-cem-Probe zeigt eine 100 °Sige d- und 
|-LG,-Spaltung (letztere im racemischen Dipeptid) und eine ebenso weit 
gehende fiir 1-AG., G.-l-A. (im racemischen Dipeptid) und GG. an; ein 
solcher von 2,00 cem n/20 KOH eine 100 °oige Spaltung der |-Komponente 
von d,1-LGG. und d,1-AGG. bzw. von GGG. an. Die Versuchsdauer wai 
mit Glycerinausziigen 2, mit wiasserigen Ausziigen aus Trockenpulver 1 
oder 2 Stunden; ¢ = 40°. Das px der Ansatze wahiten wir bei 8. Da ohne 
Zusatz puffernder Salzgemische gearbeitet wird, geniigt die Pufferkapazitat 
des Ansatzes bei kraftiger Spaltung nicht zur Konstanthaltung des pu. 
Es wird alkalischer. Wir nahmen dies in Kauf, um uns vor unbekannten 
Einfliissen von Seiten der Puffergemische auf die Aktivierungserscheinungen 
zu schiitzen. Die Konzentration der Zusatzstoffe war fiir Mg m/100, Mn 
und Fe m/1000, Zn m/10000 und fiir Cystein m/250. Die Ansatze wurden 
durch Toluol vor Infektion geschiitzt, obwohl dies fiir 1l- und 2stiindige 
Versuche kaum notwendig ist. Die Luft wurde aus den Me8kélbchen durch 
Stickstoff aus der Bombe verdrangt, was besonders in Gegenwart von Metall 











260 E. Maschmann: 


und Cystein notwendig ist, andernfalls kein SH mehr am Ende des Ve 
suches mit Nitroprussid-natrium und Ammoniak nachzuweisen ist. 

). Aktivierung. Wie Tabelle ILI belegt, iibt die SH-Konzentratio: 
der Kombination Metall -++ Cystein einen sehr deutlichen EinfluB aut 
die Aktivierung der d-LG.-Peptidase aus. Bei zu groBer Konzentratio: 
ist sie ebenso wenig maximal wirksam wie bei zu kleiner. 


Tabelle III, EinfluB der Cystein-Konzentration auf das Akti 


vierungsvermégen der Kombination Metall + SH. 
Volumen der Ansitze 5 cem; Spaltungsdauer 2 Stunden; ¢ = 40) 


Titrationsprobe 2 ccm. 





d-LG.-Spaltuny 


rinars Zusatz > a 
Priiparat Zusatz (ecm n/20 KOH 


‘ , Mn m/1000 +- Cystein m/250 2,09 
0,50 cem Glvcerinauszug | /1000 J y 50 00! 

aus Kaninchenleber ” a m/125 1,63 

. | 3 eas m/62,5 0,94 


Auch die Metall-Konzentration ist fiir den maximalen Effekt vor 
Bedeutung, wie Tabelle [TV zeigt. Wieweit man mit der Metall-Kon 
zentration heruntergehen kann, laBt sich noch nicht sagen, da hierzu 
die Praparate noch weiter gereinigt werden miissen. 


Tabelle IV. Einflu8 der Metallkonzentration 
auf das Aktivierungsvermégen der Kombination Metall + SH. 
Prdéparat: Ein mit 3 Vol. Aceton aus Kaninchen-Nierenauszug au- 
und umgefilltes Praparat. Bedingungen wie in Tabelle IT. 





d-LG.-Spaltung 


Easats (ecm n/20 KO H) 
MIME oe csc akc c este phen 3 0,22 
RPVUNOU MSMR Ch seas tts teach ss 0,06 
m + Mnm/1000....... 1,36 
i + , m/10000...... 1,01 
és + , m/50000...... 0,37 
Ri 85 AS ah ee ey bivs'< 0,20 
Cystein m/250 + Fe m/1000 ....... * 1,10 
” fe os MIRO OOD «§. k vie. 0,67 
" + ,, m/50000...... 0,25 


Eine Vorbehandlung der Enzympraparate mit Mangan bzw. Eise: 
und Cystein ist, nach dem Ergebnis der Tabelle V, nicht notwendiy 
Man setzt deshalb diese Substanzen kurz vor der Substratzugabe zur 
Enzymlésung, die mit dem zur Erganzung des Volumens ndétigen 
Wasser schon verdiinnt ist. 

Die Spaltungswerte in Tabelle V zeigen ferner, daB die d-LG. 
Spaltung linear verlauft. 
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Tabelle V. Einflu®B der Vorbehandlung des Praparates 
mit Metall SH auf die Wirksamkeit der d-LG.-Peptidase. 
Prdparate: 1. Kaninchen-Nierenauszug, wovon 0,25 cem im 5cem-Versuch 
angewandt wurden. 2. Ein aus | durch Aceton gefalltes Praparat, das in 
der vierfachen Menge Wasser gelést war; davon benutzte man 1,00 cem. 
fitrationsprobe 1 cem. ’ 





Vorbehandelt d-LG.-Spaltung (cem n/20 K OH) nach 
Priiparat 
mit Dauer/Min. 1 Std. 2 Std. > Std. 
Auszug.......... ||Mn+8H ; 0,33 0,68 0,97 
VE RORE SPY MOS at es A ion 30 0,34 0,71 0,94 
Aceton-Praparat. . » + 9 0,26 0,51 0,76 
rar rp See es 30 0,25 0,53 0,77 


Il. Das Vorkommen der d-LG.-Peptidase. 


In zwei kiirzeren Mitteilungen tiber die d-LG.-Peptidase wurde ihr 
Vorkommen in Kaninchen-Nieren, Meerschweinchen-Lebern und -Nieren, 
Hiithnerembryonen und Mausecarcinomen belegt?. Diese Angaben 
werden durch diejenigen der Tabelle VI erganzt und erweitert?. Um 
den verschiedenen Enzymgehalt baw. das Wirkungsvermégen fiir d-LG. 
der Organe und Gewebe deutlich zu machen, wurde bei allen Bestim- 
mungen die gleiche Menge Glycerinauszug benutzt, namlich 0,50 cem 
im 5 cem-Ansatz und die Spaltung in Ab- und Anwesenheit verschiedene: 
Zusatzstoffe ermittelt. 

Tabelle VI. Das d-LG.-Wirkungsvermégen von Glycerinauszugen 
aus frischen Organen verschiedener Tierarten, embryonalem 
und Krebsgewebe. 

Im 5ccm-Ansatz wurden vonallen Ausziigen 0,50 ccm gepriift. Spaltungs- 
dauer 2 Stunden. Probe 2 cem. 





d-LG.-Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Auszug aus a snielientiedpienidtinassinieiuiaiinteghpdiecitietanpuiipeinaieeiten 
Mn Mn+SH Fe + SH 


Kaninchenleber ** ...... 0,03 0,17 0,48 0,60 
Kaninchenniere* ....... 0,06 0,58 1,68 1,44 
Meerschweinchenleber ** . 0,07 0,66 1,84 1,61 
Meerschweinchenniere *. . 0,11 0,79 2,00 1,76 
Rattenleber **.......... 0,00 0,18 0.64 0,46 
Rattenniere **.......... 0,02 0,33 0.92 0,63 
Mauseleber ** .......... 0,02 0,21 0,77 0,59 
Maueoniere..:..../...... 0,04 0,41 1,23 1,10 
Hiihnerleber ** ......... 0,02 0,47 1,17 0,85 
Hithnerembryonen ** ... 0,00 0,15 0,42 0,37 
Ratténembryonen ...... 0,01 0,08 0,26 0,23 
Mausecarcinom *........ 0,03 0,19 0,51 0,60 

* Bisher wurden 3 verschiedene Ausziige gepriift. 

** Bisher wurden 2 verschiedene Ausziige gepriift. 

1 Naturwiss. 29, 518, 691, 1941. — 2 Nachtrag bei der Korrektur: 


Vel. auch E. Bamann u. O. Schimke, diese Zeitschr. 310, 131, 1942. 
Biochemische Zeitschrift Band 311. 18 
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Nach den Werten in Tabelle VI ist anzunehmen, daB die d-LG 
Peptidase in den Ausziigen praktisch in unwirksamer Form vorliegt (ent 


weder als inaktives Enzym oder als Apo-enzym) und erst nach Er 
ginzung durch Mangan oder noch viel besser durch Mangan bzw. Eisen 
und Cystein wirksam wird: vollwirksam anscheinend nur durch Mangan 

Cystein. Unter der Voraussetzung, daB die d-LG.-Peptidase i: 
allen Zellen gleich gebunden und auch gleich léslich ist, besagen dic 
Werte ferner, daB der Enzymgehalt der Organe und Gewebe sehr ve; 
schieden ist, daB parenchymatése Zelten (Leber, Niere) sehr viel mehi 
d-LG.-Peptidase enthalten als embryonale und Mause-Krebszellen und 
daB die Nierenzellen enzymreicher sind als die Leberzellen. Der Proteasen- 
Apparat der Leber- und Nierenzellen ist also nicht nur mit ,,natiir- 
lichen** Peptidasen und Kathepsin, sondern auch mit der ,,unnatiir- 
lichen’ LG.-Peptidase besser ausgestattet als derjenige der Mause 
Krebszellen. 

Die wésserigen Ausziige aus getrockneten Organen enthalten nach 
Tabelle VIL ungefahr ehensoviel d-LG.-Peptidase wie die Glycerinausziige 
aus frischem Organbrei. Auch hier treten die innerhalb der Organe be- 
stehenden Unterschiede im Enzymgehalt deutlich auf. Was das Akti- 
vierungsvermégen des Mangans in wasserigen Trockenpulver-Ausziigen 
anbetrifft, so ist es darin gréfer als in Glycerinausziigen aus Organbrei 
und erreicht in manchen fast dasjenige der Kombination Mangan 

Cystein. In reineren Praparaten ist der Unterschied ein sehr vie! 
gréBerer, weshalb wir annehmen, da Mangan die d-LG.-Peptidase in 
hochgereinigten Praparaten ohne Cystein fast kaum zu aktivieren vermag, 
so wie dies die Peptidase in verschiedenen unserer Praparate auch schon 
deutlich zeigt. 


Tabelle VII. Das d-LG.-Wirkungsvermégen wasseriger Ausziige 
aus getrockneten Organen. 

Von den Ausziigen wurden 0,25 ecem, nur vom neuen Meerschweinchen 

Nierenpraparat 0,125 cem gepriift. Spaltungsdauer 2 Stunden. Probe 2 cem 





d-LG.-Spaltung (ccm n 20 KOH) 
Auszug aus Sra a wa a meee care ‘ 


Mn Mn+SH Fi SH 
Ochsennieren .......... 0,00 0,18 0.68 0,49 
(Praparat 8 Jahre alt) 
Schweineleber .......... 0,01 0,10 0,49 0.40 
(Praparat 10 Jahre alt) 
Meerschweinchennieren . . 0,06 0,49 1,28 1,07 
(Praparat 8 Jahre alt) 
Meerschweinchenlebern * 0,06 1,22 1,84 1,61 
Meerschweinchennieren * 0,07 0,88 1,62 1,46 
Rattenlebern........... 0,03 0,10 0,54 0.47 
Rattennieren........... 0,08 0,49 0,88 0,79 


* Bisher wurden Ausziige aus 6 verschiedenen Trockenpriparaten untersucht. 
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III. Die Reinigung der d-LG.-Peptidase 
und ihre Aktivierbarkeit in reinerem Zustand. 

Bei den Versuchen, die inaktive d-LG.-Peptidase (oder ihr Apo- 
enzym) anzureichern, machten wir uns die in der VIII. Mitteilung dieser 
teihe niedergelegten Erfahrungen iiber die Reinigung , natiirlicher’ Di- 
und Aminopeptidasen tierischer Organe zunutze !. Obwohl die zur Ver- 
fiigung stehende Menge Substrat die Versuche beschrankte, ist die 
Reproduzierbarkeit der angegebenen gewahrleistet. Um uns dariiber 
klar zu werden, ob fiir die d-LG.-Spaltung ein anderes Enzym als fiir 
die 1-LG.-Spaltung verantwortlich ist, haben wir die anfallenden Pra- 
parate auch auf ihr Wirkungsvermégen fiir 1-LG. (im racemischen 
Peptid) unter Zusatz verschiedener Substanzen mit untersucht. Um zu 
wissen, welche Di- und Amino-peptidasen neben der d- und 1-LG.-Pep- 
tidase in reineren Praéparaten noch vorliegen, wurde auch deren Wir 
kungsvermégen fiir AG., GA., GG., LGG., AGG. und GGG. mit- 
bestimmt. Zum besseren Verstandnis, warum indem oder jenem Praparat 
aus bestimmten Ausziigen (z. B. aus Kaninchennieren) die AG.-, GG.-, 
AGG.- und GGG.-Peptidasen zum gréBten Teil fehlen, obwohl die 
beiden ersteren im Ausgangsmaterial sogar in gréBerer Menge anwesend 
sind als die |-LG.-Peptidase, miissen wir auf die VIII. Mitteilung ver- 
weisen!. Die reineren d-LG.-Peptidasepraparate aus bestimmten Aus- 
ziigen, 4. B. aus Kaninchennieren, besitzen vielfach kein oder nur noch 
ein ganz schwach ausgepragtes Wirkungsvermdgen fiir obige Di- und 
Tripeptide, da die Trager, wie im Falle der 1-LGG.-Peptidase, gréBten- 
teils abgetrennt oder durch Aceton zerst6rt sind. 


1. Dialyse. 

Die in Glycerinausziigen aus Organbrei vorliegende d-LG.-Peptidase 
oder ihr Apo-enzym iiberstehen, wie Tabelle VIIL am Beispiel eines 
Kaninchen- und Meerschweinchen-Nierenauszuges belegt, eine dreitagige 
Dialyse im Cellophanschlauch unter Toluol bei Zimmertemperatur gegen 
destilliertes Wasser vom pu etwa 8 verhaltnismabig gut, besser sogar 
als die 1-LG.-Peptidase. 

Die d-LG.-Peptidase, im Auszug wie im dialysierten Auszu 
praktisch unwirksam, wird durch Mangan ziemlich, durch Eisen schwach 
durch Cystein kaum, aber durch Eisen bzw. Mangan + Cystein stark 


a 
» 
wirksam. Der EinfluB des Mangans ist in dem dialysierten Auszug 
schwacher als im Rohauszug. Die |-LG.-Peptidase wird im Kaninchen- 
Nierenauszug durch Mangan, im Meerschweinchen-Nierenauszug durch 


1 Diese Zeitschr. 311, 29, 1942. 2 Dies wird wohl daran liegen, 
daB das zweiwertige Eisen sehr rasch in dreiwertiges iibergeht. O, ist in 
der Lésung nicht restlos entfernt. 
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Tabelle VIII. d-LG.- und 1-LG.-Wirksamkeit dialysierter G|, 
cerinausziige aus Kaninchen- und Meerschweinchennieren und 
der Einflu8B bestimmter Zusatzstotfe darauf. 

Im d-LG.-Versuch (2,50 cem) wurden von den Ausziigen 0,25cem, von de: 
dialysierten Ausziigen (die im Vakuum eingedampft und auf das doppelt: 
Volumen gebracht waren) 0,50 cem angewandt. Im 1-LG.-Versuch (5 ccm 
wurden 0,025cem Auszug und 0,050 cem dialysierter Auszug benutzt 
Spaltungsdauer 2 Stunden. Titrationsprobe 1 bzw. 2 ccm. 





Tunets Kaninche nnieren- Kaninchennieren- Meerschweinchen- Meerschweitcly I 
auszug dialysat nierenauszug nierendialysat 
d-LG.-Spaltung (cem n/20 KOH) 

- 0,05 0,04 0,00 0,02 

Mg 0,07 0,06 0,10 0,06 
Mn 0,62 0,12 0,28 0.14 

‘e 0,12 0,11 0,14 0,14 

Zn 0,08 0,03 0,05 0,00 
SH 0,10 0,07 0,11 0,08 
Mn+ SH 0,84 0,77 0,85 0,82 
‘e + SH 0,72 0.62 0,72 0,75 

Zn + £H 0,03 0,10 
1-1.G.-Spaltung (eem n/20 KOH) 

0.91 0.34 0,51 0,26 
Mg 1,58 0,90 0,86 0,50 
Mn 1,71 1,38 0,99 0,97 

Fe 0,75 0,41 — 
Zn 0,97 0,50 1,38 1,12 
SH 0,42 0,07 0,12 0,04 
Mn + SH 1,46 1,20 0,90 0,87 
Fe + SH 1,14 0,74 0371 0,62 
Zn +SH 0,85 0,37 0,75 0,54 


Zink am_ stdrksten aktiviert. Die Kombination Mangan + SH_ ist 
schwiicher wirksam als Mangan allein also gerade umgekehrt wie bei 
der d-LG.-Peptidase. Bei der Gegeniiberstellung des Verhaltens beider 
LG.-Peptidasen gegen Metalle bzw. die Kombination Metall — SH 
falit vor allem der verschiedene EinfluB von Magnesium und Zink auf: 
beide Metalle sind fiir die 1-Peptidase ausgezeichnete Aktivatoren bzw 
beschleunigen die 1-LG.-Spaltung kraftig, aber die d-Peptidase regen 
sie nicht zur Wirksamkeit an. 
2. Aceton-Fallung. 

Beide Peptidasen, die d- und die 1-LG.-spaltende, iiberstehen dic 
Aceton-Fallung recht gut. Den Angaben in Tabelle IX braucht kein 
ausfiihrlicher Kommentar beigegeben zu werden. Sie zeigen erneut 
die Uberlegenheit der Kombination Mangan -+- Cystein iiber die anderen 
Zusatzstoffe bei der d-LG.-Spaltung und die von Mangan bei der !-LG.- 
Spaltung durch das Priparat aus Kaninchen-Nierenauszug bzw. von 
Zink bei der 1-LG.-Spaltung durch das Praparat aus einem Jer; 


schweinchen-Nierenauszug. 
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fabelle IX. Die d-LG.- und 1-LG.-Wirksamkeit von durch Aceton 
aus Glycerinausziigen gewonnenen Praparaten. 

Beispiel: 20cem Glycerinauszug (aus Kaninchennieren oder Meer- 
chweinchenlebern), mit Wasser auf 80 cem verdiinnt, wurden mit 240 cem 
Aceton in der Kalte versetzt. Der sich rasch abscheidende Niederschlag 
ist nur zum Teil in Wasser léslich; der geléste Anteil wurde unter den 





gleichen Bedingungen umgefallt. Volumen der geklirten und auf py 8 
eingestellten Lésung 60 cem. Im 5 eem-Versuch wurden bei d-LG. 0,75, 
bei 1-LG. 0,075 cem der Lésungen der Acetonpraparate gepriift. Spaltungs- 
dauer 2 Stunden, ¢ 40°. Titrationsprobe 2 cem. 
d-LG.-Spaltung (ecm n/20 K O H) 1-LG.-Spaltung (ccm n 20 K OH) 
Zusatz Kaninchennieren- Meerschweinchen- Kaninchennieren- Meerschweinchen- 
priparat lebernpraparat praparat lebernpraparat 
0,00 0,02 0,34 0,67 
Mg 0,02 0,01 091 1,00 
Mn 0,25 0,34 1,46 1,23 
Fe 0,05 0.07 0.32 0.68 
Zn 0,03 0,05 0,42 1,39 
Cystein 0,05 0,06 0,14 0,30 
Mn + Cystein 1,14 1,17 1,27 0,82 
Fe + e 0,77 0,92 0,72 0,80 


Gig: oh ~ 0,00 0.04 0,44 0,80 


3. Aceton-Fraktionierung. 

Durch fraktionierte Fallung des EiweiBes aus Glycerinausztigen 
mittels Aceton ist es uns méglich gewesen, die bisher reinsten d-LG.- 
spaltenden Praparate darzustellen. Weniger gute Ergebnisse erzielten 
wir bei der Ammonsulfat-Fraktionierung. Nicht jeder Auszug ist zur 
Gewinnung dieser Priaparate gleichermaBen geeignet. Von den ge- 
priften Kaninchen-Nieren-, Meerschweinchen-Leber- und -Nieren- 
Ausziigen konnten nur beim Meerschweinchen-Nierenauszug, wie das 
..Beispiel fiir die Anreicherung der d-LG.-Peptidase unter weitgehender 
Abtrennung der 1-LG.-Peptidase** belegt, Priparate gewonnen werden, 
die d- und 1-LG. (dieses im racemischen Peptid) ungefaihr gleich schnell 
spalteten, ersteres in Gegenwart von Mangan +- Cystein, letzteres in 
Gegenwart von Mangan allein. Das Verhalten der d- und |-LG.-Peptidase 
in reinerem Zustand gegen verschiedene Zusatzstoffe geht ohne weiteres 
aus den Angaben in Tabelle XII hervor. Von den Kombinationen 
Mangan —- Cystein, Eisen + Cystein, Mangan + Ascorbinséure und 
Eisen --- Ascorbinséure ist die erstere den anderen iiberlegen. 


Beispiel fiir die Anreicherung der d-LG.-Peptidase unter weitgehender 
Abtrennung der |-LG.-Peptidase. 

25cem Glycerinauszug aus Meerschweinchen-Nieren, mit Wasser 

auf 100 cem gebracht (px etwa 8), wurden mit !/, Volumen Aceton in 
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der Kalte versetzt, der Niederschlag abgetrennt und gelést (50 ccm 


pu — 8;Fraktion1). Zur Mutterlauge fiigte man ein weiteres 1/, Volumen 
Aceton hinzu, den rasch auftretenden voluminésen Niederschlag trennt 
man ab, verriihrte ihn gut mit Wasser (pu etwa 8) und klarte. Es blieh 
von ihm viel ungelést. Endvolumen 50 cem (pu = 8; Fraktion II). 
Zur acetonischen Mutterlauge wurde nun 1 Volumen Aceton zugesetzt 
und der ziemlich rasch ausfallende, feinflockige Niederschlag abge 
schleudert, mit Wasser (px etwa 8) verrithrt und geklart. Auch hie: 
verblieb ein Teil ungelést (Fraktion ITI). 


Tabelle X. Auswertung der verschiedenen Fraktionen. 

Im 5 cem-Versuch beid-LG. wurden 0,25 cem Auszug und 0,50 cem Frak 
tion I, If und III benutzt; bei 1-LG. 0,025 cem Auszug und 0,050 cem vor 
den Fraktionen. Versuchsdauer 2 Stunden. Probe 2 ccm. 





d-LG.-Spaltung 1-LG.-Spaltung 


Priiparat (cem n/20 K OH) (cem n/20 KOH) 
Mn+SH Mn 
DOU 6.66 iA aes 1,10 1,2¢ 
PrakGion 3 23.<....%«. 0,00 0,38 
i. | ee . 0.46 0,44 
i | See 0,68 0,12 


30 cem der Fraktion II] wurden in der Kalte mit 15 cem Aceton 
(Na-acetathaltig) versetzt, worauf nach einigen Stunden ein feinflockiger 
Niederschlag ausfiel, der abgetrennt und in 15 cem Wasser gelést wurde 
(Praparat 1). Nach Zusatz von weiteren 15 ccm Aceton zur Mutterlauge 
schieden sich fast sofort Flocken aus, die abgetrennt und gelést wurden. 
Nach Klaren und Einstellen des pu auf 8 war das Volumen 15 ccm 
(Praparat I1). 


Tabelle XI. Auswertung der Praparate TI und II. 





d-LG.-Spaltung 1-LG.-Spaltung 


Priparat (cem n/20 KOH) (com n/20 K OH) 

ecm Mn+SH Mn 

I 0,10 0,17 
0,25 _ 0,46 
0,50 0,50 0,90 

II 0,10 —_ 0,14 
0,25 0,38 
0,50 0,73 0,80 


Wir haben die |- und d-LG.-Peptidase im Auszug und in den 
Fraktionen IT und III etwas eingehender auf ihr Verhalten gegen ver 
schiedene Zusatzstoffe untersucht und die dabei erhaltenen Werte in 
Tabelle XII zusammengestellt. 
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Tabelle XII. 
Im 5 cem-Versuch wurden bei |-LG. 0,025 cem Auszug und 0,10 cem 
Fraktion II, 0,075 ecem Fraktion III, bei d-LG. 1l0mal soviel angewandt. 
Versuchsdauer 2 Stunden. Probe 2 cem. 





Spaltung (ecm n/20 KOH) 


Zusatz Auszug 


Fraktion Il Fraktion III 
1-LG, d-LG 1-LG. d-LG. 1-LG d-LG 
0,46 0,00 0,20 0.04 0,20 0.02 
Mg 0,78 0,00 0.40 0,03 0,20 0,04 
Mn 1,22 0,24 0,92 0.16 0,24 0,15 
Fe 0,52 0,07 0.30 0,07 O19 0,05 
Cystein 0,30 0,06 0,08 0,07 0,05 0.07 
Ascorbinsaure 0,49 0.10 0,22 0,03 0,01 0,12 
Mn + SH 1,00 1,06 0,92 0,92 0,20 1,02 
Fe + SH 0,85 0),82 0.64 0,65 0,18 0,79 
Ascorbinsaure +- Mn 1,16 0,33 0,92 0,21 0.16 0,10 
“ Fe 0,75 0.09 O46 0,05 Q,12 0.04 


Von weiteren gereinigten d-LG.-Peptidase-Praparaten fiihren wir 
noch eines aus Kaninchen-Nierenauszug an, weil es, wie der Tabelle XT 
zu entnehmen ist, mit einem Spaltungsverhaltnis d-LG. :1-LG. wie 1:2 
gegeniiber d,1-AG., GG., d,1-LGG., d,1-AGG. und GGG. nur noch 


eine geringe oder praktisch keine Wirksamkeit mehr besitzt. 


Tabelle XIII. Fraktionierung eines Kaninchen-Nierenauszuges 
mittels Aceton. 

Beispiel: 10 com Glycerinauszug, mit Wasser auf 40 cem gebracht (pq 
etwa 8), versetzte man in der Kalte mit 20 cem tiefgekiihltem Aceton und 
trennte den ziemlich rasch auftretenden Niederschlag ab. Da er peptidatisch 
wirkungslos ist, wurde er verworten. Zur Mutterlauge wurden weitere 
20cem Aceton gegeben und nach kurzer Zeit wurde der Niederschlag 
abgetrennt. Er wurde mit Wasser bei px etwa 8 gut verriihrt, die Suspension 
geklart, wobei viel ungelést blieb, und die Lésung auf 20 cem gebracht 
(pu 8). (In Tabelle Fraktion II.) Zur Mutterlauge (50 °,igem Aceton) 
setzte man nun 40 cemAceton hinzu, worauf sehr bald ein feinflockiger 
Niederschlag auftrat. Seine Lésung wurde geklart und auf 20 .cem auf- 
gefiillt (px 8). (In Tabelle Fraktion III.) 

Versuchsbedingungen: Im d-LG.-Versuch wurden 0,50 com Auszug und 
1,00 cem der Fraktionen angewandt; im |-LG.-Versuch 0,025 cem Auszug 





und 0,05cem von den Fraktionen. Versuchsdauer 2 Stunden; ¢ 4)", 
Titrationsprobe 2 ccm. 
Spaltung (cem n/20 K OH) 
Zusatz Auszug Fraktion II Fraktion III 
d-LG. 1-LG. d-LG 1-LG. d-LG. 1-LG. * 
0,08 0,88 0,02 0,18 0,00 0,01 
Mn 1,21 1,74 0,10 1,53 0,17 0,00 
Mn+SH | 1,68 1,44 0,90 0,75 0.77 6,02 


* Mit 0,25 ccm Fraktion II] betrug die Spaltung 0,44cem, mit 0,50 cem 0,36 cem n 20 KOH. 
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Tabelle XIV. Das Wirkungsvermoégen der hbeiden Fraktione: 
fiir weitere Di- und Tripeptide. 

Vom Auszug wurden im 5 cem-Ansatz bei AG. und GG. 0,01, bei LGG 

AGG. und GGG. 0,025 cem benutzt; von den Fraktionen bei allen Sul 


straten 0,05cem. Sonstige Bedingungen wie oben. 





Spaltung(cem n 20 kK OH) 
Priiparat 


AG. Mg GG.'Co LGG. Mn AGG, GGG 

Auszug 1,86 1,23 ie 1,26 1,05 
Fraktion IT 0,28 0,22 1,50 0,03 * 0,04 * 
III 0,18 0,05 0,10 * 0,04 * 0,03 * 


* Auch die lOfache Menge besa8 praktisch kein Wirkungsvermégen fiir die Tripeptide. 


Die Darstelhing eines reineren d-LG.-Peptidase-Praparats aus 
Organ-Trockenpulver beschreibt das folgende Beispiel: 3g getrocknetes 
feingepulvertes Meerschweinchen-Leberpulver wurde mit 30 cem Wasser 
15 Minuten verriihrt, der Extrakt vom Ungelésten getrennt, das pu aut 
etwa 8 eingestellt und der daraufhin ausfallende voluminése Nieder- 
schlag abgeschleudert. 20 cem der klaren, goldgelb gefirbten Lésung 
versetzte man in der Kalte mit 10 ccm tiefgekiihltem Aceton, trennt: 
den rasch auftretenden und ziemlich kraftigen Niederschlag ab, ver 
riihrte ihn mit Wasser und klarte die Suspension. Volumen 40 ccm 
pu 8 (Fraktion I). Zur Mutterlauge gab man weitere 10 cem Aceton 
und schleuderte nach kurzem Stehen die milchige Fallung ab; sie wurde 
umgefallt und war nur teilweise léslich. Volumen der geklarten Lésung 
40 ceom; px = 8 (Fraktion IL). Zur 50°, Aceton enthaltenden Mutter 
lauge setzte man nun 20 cem Aceton, worauf sofort ein weiBer, flockiger 
Niederschlag ausfiel, der nach seinem Abtrennen fast restlos léslich wat 
Volumen 40 cem: pu = 8 (Fraktion III). 


Tabelle XV. Auswertung des Auszuges und der Fraktionen 
gegen d- und |1-LG. 
Im 5 ecm-Ansatz wurden bei d-LG. vom Auszug 0,50, vonden Fraktione: 
1,00 ecm, bei I-LG. jeweils der zehnte Teil gepriift. Versuchsdauer 1 Stuncd 


Titrationsprobe 2 ccm. 





d-LG.-Spaltung 1-LG.-Spaltung 
Priiparat (cem n/20 KOH) (ccm n'20 K OH) 
Mangan + Cystein Mangan 
Auszug 1,19 1,48 
Fraktion I 0,01 0,02 
" II 1,22 0,63 
ye Ill 0,10 0,33 
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Das Verhalten der d-LG.- und |-LG.-Peptidase im Priaparat Frak 
tion IT gegen verschiedene Zusatzstoffe zeigen die Werte in Tabelle XVI. 


Tabelle XVI. 


Versuchsbedingungen: die gleichen wie 


in Tabelle XV. 





Zusatz 


d-LG.-Spaltung 


(cem n/20 K OH) 


0.00 

Meg m/100 0,03 

Mn m/1000 0,66 

Fe m/ 1000 0.14 

Zn m/10000 0,03 

Mn m/1000 + SH m/250 1,18 
Fe m/1000 + SH m/250 0,93 


Fir ihre sorgfaltige und fleiBige 


Frl. BE. Schreiber zu danken. 
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Zur Kenntnis der Aminosiiure-decarboxylasen 
und der Histaminase. 
Von E, Werle. 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Med. Akademi 
Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 8, Dezember 19141.) 


1. Zum Nachweis der Histidin-decarboxylase. 

Obwohl in Geweben einer Reihe von Tieren ein Ferment nach 
gewiesen werden konnte, welches Histidin zu Histamin decarboxy 
liert (1—7), bedarf die Frage nach der Herkunft der groBen Histamin 
mengen, wie sie sich bei Mensch, Pferd, Rind und Schwein in der Lung: 
in der Haut und in anderen Organen finden, noch der ergénzenden 
Bearbeitung. Gerade beim Menschen und den oben genannten Tieren 
ist die Histidin-decarboxylase gar nicht, oder doch nur in geringe: 
Aktivitaét nachweisbar. Eine giiltige Entscheidung dariiber, ob das 
Ferment in einem Organ vorhanden ist oder nicht, ist vielfach deswegen 
erschwert, weil die Decarboxylase begleitet ist von der Histaminase. 
die das gegebenenfalls sich bildende Histamin durch Oxydation dem 
direkten Nachweis entzieht. Dazu ist die Decarboxylasewirkung 
in allen bisher untersuchten tierischen Organen verhaltnismaBig gering * 
was mit der sehr hohen biologischen Aktivitat des Histamins zusammen- 
hangen diirfte: Es geniigen zumeist wenige Gamma der Substanz zur 
Auslésung kraftiger biologischer Wirkungen. Wenn in den Speicher 
organen, wie der Lunge, ,,sehr groBe* Histaminmengen angetroffen 
werden, so handelt es sich auch hier nur um einige Gamma Substanz 
pro Gramm Gewebe. Im Gegensatz zur Decarboxylase ist die Hista- 
minase vielfach von sehr hoher Aktivitat, dazu ist sie den verschiedensten 
Einwirkungen gegeniiber weit weniger empfindlich als die Decarboxylase 
So konnte gezeigt werden, da bei den verschiedenartigsten Nieren- 
schaédigungen, wie Harnleiterstauung, Stauung des vendsen Abflusses 
Drosselung der Blutzufuhr, Salyrgan-nephritis, die Decarboxylase 
sehr stark, die Histaminase aber wenig oder gar nicht geschadigt 
wird (9). Das gleiche gilt z. B. bei der Herstellung von Trockenprapa 
raten mit Aceton und Ather. Noch ein weiteres Ferment, namlich 
die Histidase, kann die Histaminbildung bei gegebener Histidinkonzen 
tration herabmindern. Die |-Aminosaéureoxydase, welche Aminosiuren 
oxydativ desaminiert, greift |-Histidin nicht an, auch nicht die d-Amino 
siureoxydase, da ihre Wirkung sich nur auf die d-Form der Aminosauren 
bezieht (10). Da die Histidase aber nur in der Leber vorkommt (11), wird 
es fiir den Nachweis der Histidin-decarboxylase zunachst darauf an 

* Verschiedene Bakterienarten enthalten die Decarboxylase in seh: 
hoher Konzentration (8). . 
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kommen, die Wirkung der Histaminase auszuschalten, ohne die der De- 
carboxylase zu beeintrachtigen. Da die Tatigkeit der Histaminase an die 
Gegenwart von Sauerstoff gebunden ist, die der Decarboxylase aber nicht, 
so sollte es méglich sein, bei Abwesenheit von Sauerstoff, z. B. in Stick- 
stoffatmosphiare, auch die geringste Histaminbildung zu erfassen. Fs hat 
sich aber in unseren Versuchen und in denen von Holtz (7) gezeigt, dab der 
Sauerstoff aus den Reaktionslésungen, sofern sie Organschnitte oder 
rohe Organextrakte enthalten, nicht vollkommen_ beseitiet werden 
kann, und gerade die sehr geringen Histaminmengen, es handelt sich 
um die Bildung von wenigen Gamma oder sogar um Bruchteile von einem 
Gamma im Versuchsansatz, von der Histaminase verbraucht werden 
Holtz (7) versuchte durch Verbindune folgender Méclichkeiten die 
Histaminasewirkung auszuschalten: Bei Extraktion der Gewebe mit 
Phosphatpuffer geht weniger Histaminase in Lésung, als bei Extrak- 
tion mit de.tilliertem Wasser. Weiterhin kann, wie Edlhacher und 
Zeller (12) zeigten, die Histaminase an Kaolin adsorbiert werden. wobei 
nach Holtz keine wesentlichen Decarboxylasemengen miterfaBt werden. 
SchlieBlich soll durch méglichst vollkommenen O,-AusschluB die Wir- 
kung der gegebenenfall!s jetzt noch vorhandenen Histaminase vollends 
unterdriickt werden. Werle (4) schaltete die Wirkung der Histaminase 
mit Hilfe bestimmter Konzentrationen gewisser Carbonylgruppen- 
reagentien aus. Das erste Verfahren ist bei der Untersuchung der 
Leistung von Gewebsschnitten nicht anwendbar und diirfte dort, wo 
eine sehr geringe Decarboxvlase- und eine hohe Histaminasekonzen- 
tration vorliegt, zu Fehlschliissen fiihren, weil neben der Histaminase 
doch wohl geringe Decarboxylasemengen durch groBe Mengen des 
Adsorptionsmittels mit erfaBt werden. Doch gelang es auf diesem 
Wege Holtz (7), die geringe Decarboxylasewirkung der Niere und Leber 
vom Rind, Schwein. Hamme! und Hund sowie der Katze, wenn auch 
nicht mit absoluter RegelmaBigkeit, nachzuweisen. Das Verfahren 
von Werle ist zwar sowohl im Gewebsextrakt als auch im Gewebs- 
schnitt, und zwar auch unter physiologischen Bedingungen, namilich 
in Sauerstoffgegenwart, anwendbar: doch hat es den Nachteil, daB die 
durch die Carbonylgruppenreagentien bewirkte Hemmung sich nicht 
nur auf die Histaminase, sondern bis zu einem gewissen Grade auch auf 
die Decarboxylase bezieht. In einigen Organen ist die Histaminase 
aktivitat so hoch, da in ,,Abwesenheit** von Sauerstoff und bei Zusatz 
von Carbonylreagentien in 0,001 molarer Lésung die ganze durch 
Decarboxylasewirkung zu erwartende Histaminmenge von etwa 10 y, 
die im Modellversuch Organextrakten zugegeben wurde, inaktiviert 
wird. Derartig hohe Histaminaseaktivitaten fanden sich bei Extrakten, 
z. B. aus Niere und Diinndarm von Menschen. In idealer Weise abt 
sich aber die Wirkung der Histaminase gegeniiber dem Histamin aus- 
schalten durch Zusatz von Putrescin zur Suspension der Gewebsschnitte 
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oder zu den Organextrakten, eine Méglichkeit, von der wir bereits | 


der Untersuchung der Decarboxylase von Bacterien Gebrauch gemacl)' 
haben (8). Die Histaminase ist nach Zeller (13) eine Diaminoxydas: 
zu ihren Substraten gehéren neben anderen Diaminen auch Putresciy 
und Cadaverin, Substanzen, die wesentlich schneller abgebaut werde: 
als Histamin Die Affinitaét des Ferments zum Putrescin und Cadaverin 
ist geringer als die zum Histamin, doch zerfallen die Fermentsubstrat 
verbindungen in der Reihe Histamin, Putrescin, Cadaverin mit steigende: 
Geschwindigkeit (13). Setzt man nun Putrescin der Fermentlésung 
so daG sie an der Substanz 0 05 molar wird, so wird unter den von uns 
gewahlten Versuchsbedingungen der Histaminabbau selbst bei giinstigste: 
Sauerstoffversorgung vollkommen unterdriickt, ohne daB die Wirkun: 
der Decarboxylase im mindesten beeintrachtigt wird. Der Zusatz vou 
Cadaverin in gleicher Molaritét verhindert den Abbau des Histamins 
nur sehr wenig. Es ist also die Zerfallsgeschwindigkeit der Ferment- 
Cadaverinverbindung noch sehr viel gréfer als die der Ferment 
Putrescinverbindung. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit dene 
von Zeller. Auch die Zugabe von Athylendiamin erfiillt diesen Zweck 
weniger gut als die von Putrescin, wenn auch die blockierende Wirkung 
hier wesentlich gr6Ber ist als bei Cadaverin. Mit Hilfe des Zusatzes von 
Putrescin kann das Vorkommen der Decarboxylase in Organen des 
Menschen und gewisser Tiere untersucht werden, in denen ihr Nachwei- 
bisher unsicher oder gar nicht méglich war*. Die genannte Putrescin 
Konzentration ist nur erforderlich, wenn der Histaminabbau bei iibe: 
lebenden Gewebsschnitten unterdriickt werden soll: bei Extrakten au- 
Organen geniigten fast stets 0,01 mol. Lésungen. Es gelingt also, durc! 
Zugabe von Putrescin zu Organextrakten oder -schnitten baw. zu 
Korperfliissigkeiten den Histaminabbau durch die Diaminoxydase 2) 
verhindern **, Es bleibt nun noch die Frage zu untersuchen, ob im Fall: 
der Leber die Decarboxylaseaktivitat unbeschadet der Gegenwart de1 
* 1. Anmerkung bei der Korrektur: Extrakte gewisser Organe enthalte: 
Substanzen, welche die Ansprechbarkeit des isolierten Meerschweinc hen 
darmes fiir Histamin stark herabsetzen. Die durch derartige Extrakte 1: 
Gegenwart von Histidin gebildeten Histaminmengen konnten erst nac! 
EnteiweiBen des Ansatzes mit Alkohol, Verjagen des Alkohols auf den 
Wasserbad und Aufnehmen des Riickstandes in Wasser nachgewiese 
werden. Solche, die Dekarboxylase-Bestimmung ‘stérenden Substanze: 
sind z. B. in Schweine- und Rinderniere enthalten. ** 2, Anmerkung !» 
der Korrektur: In gleicher Weise kann in vivo die Histamininaktivierun: 
durch Putresein verhindert oder vermindert werden, Gibt man nach P. Hol! 
(Naturwiss. 1941, S. 646) Meerschweinchen 1|-Histidin (z. B. 300mg) pr 
Schlundsonde, so wird manchmal im Urin Histamin nachweisbar, z. }} 
0,8 y/cem. Gibt man gleichzeitig groBe Mengen Putrescin, pro Sonde z. |} 
300 mg, so wird Histamin regelmafPig nachweisbar (5 bis 20 7/cem Urin 
Die Ausbeuteerh6hung kommt wohl in der Weise zustande, da Histamu 
welches durch die Histidin-Decarboxylase des Darms gebildet wurde, bh: 
Gegenwart von Putrescin dem Abbau durch die Histaminase entgeht. Mo: 
licherweise spielt diese Tatsache hei .,intestinaler Autointoxikation* eine Roll: 
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Histidase erfaBt werden kann, da hier beide Fermente um das gleiche 
Substrat konkurrieren. Auch hier wire nun zu untersuchen, ob durch 
veeignete Zusitze eines der Fermente elektiv gehemmt zu werden 
vermag. Die Histidase wird natiirlich um so cinfluBreicher sein, je héher 
ihre Aktivitat und je geringer die der Decarboxylase. Nun ist das Vor- 
kommen der Histidase durch die Untersuchungen Edlbachers (11) be- 
kannt. Wir haben zunachst Versuche angestellt, die erkennen lassen 
kénnen, ob die Histaminausbeute dureh die Histidasegegenwart 
wesentlich beeintrachtigt werden kann. Dieser EinfluB8 mu offen- 
bar um so geringer sein, je hdher die Substratkonzentration ist. 
Es muB also bei steigender Histidinkonzentration pro Versuchsan- 
satz die Histaminausbeute bei Leberextrakten sehr viel starker zu- 
nehmen als bei Nierenextrakten. Nach unseren Versuchsergebnissen 
ist dies aber nicht der Fall. Kaolin adsorbiert bei mehrmaliger 
Anwendung die Histidase sicher stirker als die Decarboxvlase. Die 
Histaminausbeute in derartig behandelten Decarboxvlaselésungen aus 
Leber nimmt gegeniiber derjenigen der unbehandelten Extrakte 
jedoch nicht zu. Noch eine weitere Tatsache laBt einen wesentlichen 
EinfluB der Histidase als unwahrscheinlich ansehen. Wie noch be- 
leot wird, ist die Decarboxylase durch Imidazol zwar deutlich hemm- 
bar, doch ist die Hemmungswirkung bis zu verhaltnismaiBig hoher 
Imidazolkonzentration gering und ist selbst bei 0,01 molarer Imi- 
dazollésung geringer als 50°,; bei den gleichen Konzentrationen wird 
aber die Histidase (14) sehr viel starker, z.B. zu 90°), gehemmt. 
In Ansitzen mit steigender Imidazolmenge mii®te, falls die Histi 
dase auf die Histaminausbeute wesentlichen EinfluB} hatte, dies an 
einem Zunehmen oder wenigstens Gleichbleiben der Histaminausbeute 
erkannt werden. Unsere Bestimmungen zeigten aber, daf dies nicht 
der Fall ist. Wenn auch alle diese Versuche zunichst nur orientierenden 
Charakter haben so ergeben sie doch iibereinstimmend, daB bei geeigneter 
Histidinkonzentration der Einflu8 der Histidase nicht ins Gewicht fallt. 
Es geniigt also die Zugabe von Putrescin, um selbst bei Sauerstoff- 
vegenwart, also den Bedingungen, wie sie in vivo herrschen, die De- 
carboxylaseaktivitaét auch in der Leber richtig zu erfassen. Einige 
Beispiele, die in Tabelle V zusammengestellt sind, erweisen die Brauch- 
barkeit der Methode und lassen erkennen, da8 der Nachweis einer 
Histaminbildung, z. B. durch Schweineniere oder -leber, erst in Gegen- 
wart von Putresein méglich wird. 


2. Beeinflussung der Histidin-decarhboxylase- bzw. Histaminoxydase- 
aktivitit durch d-Histidin, d- und l-Dopa, Adrenalin, Arterenol, [midazol, 
Priseol, Natriumfluorid und Aneurin. 


Nach unserer ersten Mitteilung iiber die Histidin-decarboxylase (1) 
ist das Ferment nur befahigt, aus 1-Histidin Histamin zu bilden. Bei 
Anwendung von d-l-Histidin war die Ausbeute an Histamin geringer 
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als bei der Anwendung von |-Histidin allein. Eine Untersuchung jibe; 
die Histidin-decarboxylase von Bacterien ergab, dal} gewisse Bacteri: 
nicht nur |-, sondern auch d-Histidin decarboxylieren kénnen und dai} 
der Zusatz von d-Histidin die Histaminausbeute bei Ansiatzen mit 
!-Histidin nicht herabsetzt (8). In parallellaufenden Versuchen  priifte: 
wir erneut das Verhalten der Histidin-decarboxylase der Organe in 
Gegenwart von d-Histidin und kamen dabei zu dem bereits kurz mit- 
geteilten (8) bemerkenswerten Befund, dai der Zusatz von d-Histidin 
zu Spaltungsansiétzen den Abbau von |-Histidin stark hemmt. Bein 
Vorhandensein diquimolekularer Mengen von d- und |-Histidin betraet 
die Hemmung des Ferments bereits 80°: ob die beiden Substanzen 
vleichzeitig oder |-Histidin 15 Minuten nach d-Histidinzusatz dem 
Ferment angeboten werden, ist fiir den Hemmungseffekt gleichgiiltic 
Bei der dreifachen Menge d-Histidin betragt die Hemmung praktisch 
100°. Sie laBt sich bis zu sehr niedrigen d-Histidinkonzentratione: 
herab verfolgen. Bei Anwendung von 10 mg I|- und 0,5 mg d-Histidin 
im Ansatz von 3 ccm betragt sie noch 50°, : selbst bei 0.1 mg d-Histidin 
ist die Hemmung noch nachweisbar, wobei also die Konzentration des 
echten Substrates 100ma! so hoch ist als die des unspalt baren optischen 
Antipoden. Da aber unter den Bedingungen dieser Versuche die z. B 
in den Nierenextrakten enthaltene d-Aminosaureoxydase einen Teil 
des d-Histidins verbraucht, laBt sich die wahre GréBe der Hemmunegs- 
wirkung des d-Histidins nicht angeben; sie diirfte gréBer sein als 
die angefiihrten Versuche ausweisen. Ferment, d-Histidin und Ferment - 
d-Histidinverbindung bilden ein Dissoziationsgleichgewicht. Die 
Hemmung ist also reversibel. Dialvysiert man einen Versuchsansatz 
mit d-Histidin vor Zugabe von |-Histidin 15 Stunden gegen flieBendes 
Wasser, so ist keine Hemmung des Ferments mehr feststellbar 
oder sie ist sehr verringert gegenitber dem nicht dialvsierten Ansatz 
Die Hemmung des Ferments durch d-Histidin wurde bei Decarboxylas 
von Leber- und Nierenextrakt von Meerschweinchen und Kaninchen 
sowie Darmextrakten von Meerschweinchen, ferner bei tiberlebenden 
Schnitten dieser Organe gemessen. Bei allen Ansatzen dieser und auc! 
der spateren Versuche war zur Verhinderung des Abbaues des gebildete: 
Histamins Putrescin zugesetzt. Die Luft war aus den Reaktionsiésungen 
nicht entfernt. Beobachtungen iiber die hemmende Wirkung de! 
kérperfremden optischen Form von Fermentsubstraten sind schon 
haufiger gemacht worden. In jiingster Zeit haben sich Hdlbacher (15 
und neuerdings Bamann (16) sowie Herken (17) mit der Frage ein 
gehend befaBt, die im Zusammenhang mit gewissen Problemen de! 
Krebsforschung besondere Bedeutung gewonnen hat (siehe auch 17a 
In einer friiheren Arbeit (3) fiel bei der Priifung des Einflusse- 
verschiedener Aminoséuren auf die Histidin-decarboxylaseaktiviti' 
die auBerordentlich starke Hemmungswirkung des _ 1!-Dioxyphen) 
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vanins auf. Wir hielten es damals fiir méglich, daB Histidin- und 
Dopa-decarboxylase (18) identische Fermente sind. Es ist aber in- 
zwischen von Holtz (19) eindeutig gezeigt worden, dal Dopa- und 
Histidin-decarboxylase verschieden sind. Um so auffallender ist die 
Tatsache, daB die Affinitat von l- und d-Dopa zur Histidin-decarboxylase 
gréBer ist als die des Histidins. Jedenfalls wird das Ferment noch durch 
auBerordentlich niedrige Dopa-Konzentrationen gehemmt. Dabei ist 
die Hemmungswirkung von d-Dopa sehr viel starker als die von |-Dopa. 
Dies aber nur scheinbar, wihrend namlich |-Dopa durch die im Organ- 
extrakt gleichzeitig anwesende Dopa-decarboxylase abgebaut wird, 
bleibt nach unseren Versuchen, die mit den Versuchsergebnissen von 
Holtz (20) iibereinstimmen, d-Dopa von der Dopa-decarboxylase un- 
angegriffen. Sohemmten bei dreistiindiger Versuchsdauer 0,2 mg |-Dopa. 
zu 26%, die gleiche Menge d-l1-Dopa aber zu 90°, bei einem Angebot 
von 10 mg |-Histidin an das Ferment. Die Hemmung durch d-Dopa 
betragt bei 0,5 y pro 3 ccm Reaktionslésung, also bei 8.6 - 10-7 molarer 
Lésung noch 20%. Die Konzentration des spezifischen Ferment- 
substrates, namlich des Histidins, ist dabei mehr als 2000mal so hoch 
als die des Dioxyphenylalanins. Diese auBerordentlich hohe Hemmungs- 
wirkung ist um so erstaunlicher, als d-Dopa von der in den Nieren- 
extrakten vorhandenen d-Aminosdureoxydase verbraucht wird (10b). 
Auch hier kénnte die Hemmungswirkung wohl bis zu noch weit geringeren 
Dopamengen verfolgt werden bei vollkommenem SauerstoffausschluB, 
oder wenn es gelange, die Aminoséureoxydase von der Histidin- 
decarboxylase zu trennen. Die elektive Ausschaltung der Histidin- 
decarboxylase in Gegenwart von Aminosiiurenoxydase gelingt leicht 
auf Grund der Tatsache, dafi das erstere Ferment durch Behandeln mit 
Aceton seine Wirksamkeit verliert, das letztere sie aber behalt. Die 
Blockierung des Ferments durch d-Dopa ist reversibel. Durch Dialyse 
kann die Aminosiure vom Ferment leicht vollkommen wieder ab- 
getrennt werden, wodurch die volle Aktivitat der Decarboxylase 
wiederkehrt. 

Da Tyrosin (3) wenig hemmt, ist fiir die auBerordentliche Hem- 
mungswirkung des Dioxyphenylalanins woh! das Vorhandensein der 
beiden phenolischen Hydroxyle von entscheidender Bedeutung. Diese 
beiden Hydroxyle finden sich auch im Adrenalin. Es war daher von 
Interesse zu priifen, ob auch das Adrenalin die Histidin-decarb- 
oxylase zu blockieren vermag. Dies ist in der Tat der Fall. Auch hier 
ist die Hemmungswirkung auBerordentlich hoch und fiir Aquimolekulare 
Dopa- und Adrenalinmengen etwa gleich. Da nun unter den Bedin- 
gungen des Versuchs diese geringen Adrenalinmengen z. T. noch durch 
die Polyphenoloxydase (21) verbraucht werden, diirfte auch hier die 
Hemmungswirkung des Adrenalins bei SauerstoffausschluB oder besser 
in Lésungen, aus denen dieses Ferment entfernt wurde, noch héher sein 
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und es ist zu erwagen, ob dieser EinfluB sich nicht auch physiologischer 


weise geltend macht. Eine dem Adrenalin sehr nahestehende, im 
Organismus aber noch nicht nachgewiesene Substanz, das Arterenol 
welches sich vom Adrenalin nur durch das Fehlen der N-Methylgruppe 
unterscheidet, hat die gleiche Hemmungswirkung wie das Adrenalin. 
Die Hemmungswirkung geht beim Fehlen der Seitenkette nicht ver- 
loren, sie wird aber wesentlich abgeschwacht, etwa um eine bis zwei 
Zehnerpotenzen, wie in Tabelle XIIT belegt ist. Die Hemmungswirkung 
nimmt in der Reihe Brenzcatechin, Hydrochinon, Resorcin ab. Es ist 
also, wie erwartet, diejenige des Brenzcatechins am gréBten. Soweit wir 
bisher priiften, wird die Dopa-decarboxylase durch d-Dopa nicht ge- 
hemmt, auch nicht durch d- oder |-Histidin. Man kann also in Ferment- 
lésungen durch Zusatz von d-Dopa oder von d-Histidin die Wirkung 
der Histidin-decarboxylase elektiv ausschalten. Da, wie unsere Ver- 
suche ergeben haben, auch die Diaminoxydase durch die genannten 
Aminosiuren sowie durch |-Histidin nicht blockiert wird, laBt sich in 
Gemischen von Histidin-decarboxylase und Histaminase die Wirkung 
des ersteren Ferments auf die gleiche Weise ausschalten. 

Aus verschiedenen Griinden wurde der EinfluB} des Imidazols auf 
die Histidin-decarboxylase gepriift. Er ist gering, 0,08 molare Lésungen 
hemmen noch nicht, 0,16 molare zu etwa 20 °4, 0.3 molare zu etwa 50 °, 
Die gleichen Konzentrationen sind bei Histidase und Diaminoxydase 
sehr viel starker hemmend (14). 

Dem Imidazol bzw. Histamin steht in chemischer Beziehung das 
Priscol, Benzylimidazolin, nahe. Prisco! hat eine histaminahnliche 
pharmakologische Wirkung. Die Substanz hemmt die Histaminase ziem- 
lich stark, und zwar hemmen unter unseren Versuchsbedingungen 3 my 
Priscol in 3 cem Reaktionslésunge ( 0.006 molar) bei einem Angebot 
von 50y Histamin zu rund 60%. 

Nach Best (22) wird die Histaminase durch Natriumfluorid ge- 
hemmt. Doch zeigte Zeller (13), da® selbst 0,01 molares Natriumfluorid 
ohne EinfluB ist, was mit unseren Versuchsergebnissen in Uberein- 
stimmung steht.* Bei der Decarboxylase fanden wir jedoch schon bei 
0.01 molaren Lésungen eine Hemmung von 50°. Nun haben Massart 
und Dufait (23) die Fluoridhemmung einiger Enzyme mit der Annahme 
gedeutet, daB ein Metall, welches integrierender Bestandteil des Ferments 
ist, durch Fluorid komplex gebunden wird, eine Annahme, die in 
Untersuchungen von Warburg und Christian (24) sowie Ohlmeyer und 
Dufait (25) an der fluoridempfindlichen Enolase sich bestatigt hat 
Ob auch bei der Decarboxylase der Effekt in dieser Weise gedeutet 


* Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen haben wir gefunden, 
da®B Natriumfluorid im sauren Gebiet hemmt. Unter sonst gleichen Ve 
suchsbedingungen hemmte 0,01 molare Natriumfluoridlésung bei py 7 
zu 0%, bei px 6 zu 25°, und bei py 5 zu 50%. 
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werden mu, ware an gereinigten Fermentlésungen zu untersuchen, 
ist aber auf Grund fritherer Versuchsergebnisse (3) unwahrscheinlich. 

Ob Aneurin und die Co-Carboxylase, die Decarboxylierung des Histi- 
dins beeinfluBt, wurde friiher von uns eingehend untersucht mit 
dem Ergebnis, daB nicht eine Aktivierung, sondern eine geringe Hem- 
mung eintritt. Unsere neueren Versuche hatten das gleiche Ergebnis. 
Es zeigte sich weiter, daB die beiden Ringsysteme, die am Aufbau des 
Vitamins B, beteiligt sind, fiir sich allein in aquimolekularen Mengen 
etwa gleich stark hemmen wie das Vitamin. Zeller (13) und Mitarbeiter 
fanden nun eine sehr hohe Hemmungswirkung des Aneurins gegeniiber 
der Diaminoxydase. Das Aneurin, welches in diesem Zusammenhang 
als Abkémmling des Trimethylendiamins aufgefaBt werden kann, 
besitzt nach Zeller eine doppelt so hohe Affinitaét zur Diaminoxydase 
wie das Histamin. Seine Hemmungswirkung nimmt proportional mit 
der Aneurinkonzentration zu.. [st diese so hoch wie die des Histamins, 
so wird der Histaminabbau an der Diaminoxydase fast vollkommen 
unterdriickt. Die Hemmungswirkung des Aneurins ist so betrachtlich, 
da® die Autoren die Frage erwigen, ob es zu den Funktionen des 
Aneurins gehért, den Stoffwechsel des Histamins zu beeinflussen. An 
der B,-avitaminotischen Ratte erhielten sie in der Tat Hinweise fiir 
das Bestehen eines derartigen Einflusses. Die Niere der gesunden Ratte 
enthalt so gut wie gar keine aktive Diaminoxydase. In der Niere der 
B,-frei ernahrten Ratte ist sie jedoch nachweisbar. Die Autoren 
glauben, daB bei der gesunden Ratte die geringe Fermentaktivitat 
dureh Aneurin unterdriickt, bei der B,-frei ernihrten Ratte jedoch 
nicht gehemmt ist. Um nun die Starke der Hemmungswirkung des 
Aneurins der Histidin-decarboxylase und Diaminoxydase gegeniiber 
vergleichen zu k6énnen, priiften wir letztere zunachst an Hand des 
Histarmninasepraparates Toraatil. Dabei konnten wir selbst bei Zusatz 
von 2 mg Betaxin (= Aneurin- Bayer) zu 3 cem Versuchsansatz nur eine 
geringe Hemmungswirkung feststellen. Die Konzentration des Vita- 
mins war in diesen Versuchen vierzigmal so hoch als die des Histamins*. 


Experimenteller Teil. 


Die Bestimmung von gebildetem oder verbrauchtem Histamin 
erfolgte am isolierten, atropinisierten Meerschweinchendiinndarm. 


1. Verhinderung des Histaminabbaus an der Histaminase in Gegenwart 
von Putrescin. 

a) Verwendung von gereinigter Histaminase (Torantil Bayer). 
Die Ansitze enthielten 1 cem Torantil (nach Vorschrift gelést), 1 cem 

0,2 molaren Phosphatpuffer py 7,4 und 50 y Histamindichlorhydrat im 

Gesamtvolumen von 3 cem; 3 Stunden Schiitteln unter Sauerstoff bei 37°. 
* Anmerkung bei der Korrektur: Die Hemmungswirkung nimmt im 

sauren py-Bereich zu. 
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Die in Tabelle I angegebene Menge Putrescindihydrochlorid wird in Wasse; 
gelést den Ansiétzen 15 Minuten vor dem Histamin zugegeben. Beispie! 
Tabelle I: 


Tabelle I. 





ial Von 50 y zugesetztem Histamin waren 
Molaritét des inaktiviert im Ansatz Hemmung des Abbaus 


Putrescins im Ansatz ee aa siiaahacacicendthnbiag teas in % 
mit Putrescin ohne Putrescin 
0,01 9,0 45 80 
0,05 0,0 45 100 
b) Bei tiberlebenden Organschnitten. : 


Es wurden je 250 mg Organschnitt suspendiert. Die Ansitze enthielte: 
Putrescin und Histamin wie in Tabelle II angegeben, 1 cem 0,2 mol. Phosphat 
puffer pu 7,4 und Tyrodel6sung zu 3cem Gesamtvolumen. Schiitteln 
unter Sauerstoff 3 Stunden bei 37°. Putrescin wird 15 Minuten vor Histamin 
zugesetzt. 


Tabelle IT. 





Molaritét . y Histamin 
: des Zugesetzte | abgebaut im Ansatz | Hem- 
Material Putreseins | Histamin- mung 
menge in } mit ohne in 


im Ansatz . 
' Putrescin Putrescin 


Meerschweinchen- Nierenschnitte 0,01 20,0 4,0 13,0 6S 
Meerschweinchen-Leberschnitte 0,01 20,0 8.0 20,0 60 
Kaninchen-Nierenschnitte ...... 0,05 20,0 0,0 11,0 100 
Kaninchen-Leberschnitte ...... 0,05 30.0 0.0 28,0 100) 
Schweine-Nierenschnitte ....... 0,05 50,0 0,0 50,0 100 
Schweine-Diinndarmschnitte ... 0,05 50,0 0,0 50.0 100 


c) Verwendung von Organextrakten. 


Die Organe werden mit Seesand verrieben, 1: 3 mit Wasser extrahiert 
und zentrifugiert. Das Zentrifugat dient zu den Ansatzen. Sie enthalten 
je Leem Extrakt, 1 cem Puffer py 7,4, 20 y Histamindichlorhydrat und 
so viel Putrescin, daB der Ansatz 0,01 mol. wird. 


Tabelle ILI. 





y Histamin inaktiviert im Ansatz Hemmung des 

Art Organ ‘ ate ; ; . Histaminabbaus 
mit Putrescin ohne Putrescin in % 
Bette 5. 6 SS Niere 0,0 20,0 100 
Mensch ........ Darm 0,0 20.0 100 
I is. Kas yg A Niere 0,0 20,0 100 
CHASER aes: Darm 0,0 20,0 100 
Schwein ....... Darm 0,0 20,0 100 
Hammel ....... Niere 0,0 20,0 100 
Hammel ....... Darm 0,0 20,0 100 
Kaninchen ..... Niere 0,0 4,0 100 


2. Histaminabbau in Gegenwart von Cadaverin oder Athylendiamin. 
( Y 


Die Versuche werden, wie unter a) bis c) beschrieben, angestellt. Die 
Ansiatze enthielten Cadaverinhydrochlorid oder Athylendiamin an Stell: 
von Putrescin. 
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Tabelle IV. 


der Histaminase. 279 





Fermentmaterial 


Zugesetzte 


Histamin- 


menge in ; 


Schweine- Nierenschnitte 

Schweine- Nierenschnitte 
Schweine-Diinndarmschnitte 
Rinder- Diinndarmextr. (Torantil) 
Rinder- Diinndarmextr. (Torantil) 


Schweine-Nierenextrakt ....... 
Schweine- Nierenextrakt 


i. 
a eee 


50,0 
50,0 
50,0 
50,0 
50,0 


50,0 
50.0 
30,0 
30,0 


Molaritat 


des 


Ansatzes 


an 


Cadaverin 


0,01 
0,05 
0,01 
0,01 
0,05 


0,05 
O01 
0,05 
0,01 


Histamin inakti- 
viert im Ansatz 


mit 


ohne 


50 50 
38 0 
38 38 
38 38 
45 49 
_ mit _ohne 
Athylen- Athylen- 
diamin diamin 
0,0 50 
37.0 50 
0,0 19 
15,0 19 


Hem- 
mung 
in ° 


Cadaverin Cadaverin 


0 
i) 


100 
ad 5) 


100 
21 


Wahrend die in den Ansatzen enthaltene Putrescinmenge die Ansprech- 
barkeit des isolierten Meerschweinchen-Diinndarms fiir Histamin unbeein- 
fluBt laBt, setzt die Aaquimolare Cadaverinmenge die Ansprechbarkeit des 


Darms herab und regt 


9 


ihn zu stérenden 


Kontraktionen an. 


3. Messung der Histidin-decarboxylaseaktivitat von Organextrakten 


und -schnitten in Gegenwart von Putrescin unter No und Os. 


Tabelle V. 





Art 


Ee 


Meerschweinchen 


Kaninchen ...... 


” 


Schwein ..... 


Organ 


Niere 
Leber 
Darm 
Niere 
Darm 
Leber 
Leber 
Niere 
Niere 
Darm 
Leber 
Niere 
Darm 
Leber 
Nierenschnitte 
Leberschnitte 
Le berschnitte 


Histaminausbeute 


O.-Atmosphiire 


im 
ohne 
Putrescin 


0,0 
0.0 
0,0 


18,0 
6,0 
0,6 


Ansatz 


mit 


0.0 
0.0 
3,0 

20.0 

13,0 


) 


(52 


Putrescin 


N.-Atmosphiirs 


im Ansatz 


ohne 
Putrescin 


0,0 
0,0 
0,0 


6,0 
4,0 
3.0 
18,0 
0,0 
0,0 
3,3 
20,0 
15,0 
3,5 


0,0 

3,3 

2,4 
19* 


mit 
Putrescin 


0,0 
0,0 


asf 


14,0 
8,0 
3.5 

30,0 
3,0 


40 


29 


19,0 
15,0 
6,4 
mst 
3,6 


2,4 
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Die fiir die Versuche verwendeten Darme wurden 15 Minuten 
0,01°,iger Oxychinolinlésung sterilisiert. 


Die Ansatze der Tabelle V wurden wie die friiheren hergestellt und bi 
handelt. Sie enthielten | cem Extrakt oder 250 mg Schnitt, 10 mg |-Histidi: 
und Putresein. Die Ansaétze waren an Putrescin bei den Extrakten 0,01 mol., 
bei den Schnitten 0,05 mol. Wo nichts anderes vermerkt ist, handelt e- 
sich um Organextrakte. 

Die Versuchsbeispiele der Tabelle V lassen erkennen, daB von den 
untersuchten menschlichen Organen nur der Darm eine geringe Histamii 
menge zu bilden vermag, ferner, daB in den Ansatzen mit Putresein di 
Histaminausbeute unter Sauerstoff ebenso gro ist wie unter Stickstoft. 


!, Hemmung der Histidin-decarboxylase durch d-Histidin. 
a) In Organschnitten. 


Die Ansatze enthalten: Je 250 mg Organ, 1 ccm sek. Natriumphosphat, 
0,5 cem 1|-Histidinlésung (= 10 mg Histidinbase), 0,3 cem 0,5 mol. Putresein 
losung; mit Wasser auf 3ccem aufgefiillt. Versuchsdauer 3 Stunden, Tem 
peratur 37°. Die Versuchsansatze wurden in Glastrégen unter Luft ge 
schiittelt. Den Abbau des gebildeten Histamins verhindert das Putrescin, 
an welchem die Ansitze 0,05 mol. sind. Putrescin und d-Histidin wurde 
15 Minuten vor dem |-Histidin einpipettiert. 


Tabelle VI. 





Der Versuchsansatz Histaminausbeute in ; 


enthalt mg im Ansatz Hen 
Tier Material . a ie eel 
oe _Wietidi mit ohne in ‘ 
I-Histidin d-Histidin 4 pistidin | d-Hlstidin 
Kaninchen ....  Nierenschnitte 10 40 0 20 100 
* eae Pa 10 10 0,5 20 97,5 
Meerschweinchen a 10 40 0.0 6,0 100 
” 95 10 5 5,0 6,0 17 


b) In Organextrakten. 


Die Ansitze bestanden aus: 1 cem Extrakt, 1 cem sek. Phosphat. 
d-Histidin-, l-Histidin- und Putrescinlésung. d-Histidin und Putrescin 
wurden 30 Minuten inkubiert. Versuchsdauer 2 bis 3 Stunden. 37°. 

Bei Zusatz von 40 mg d-Histidinchlorhydrat wurde die Histidinlésung 
stets zuerst neutralisiert. 


Tabelle VII. 





Histidinausbeute in ; 


Versuchsansatz in mg im Ansatz 





Extrakt Hemmuiz 

aus . in % 

4iat : mit } ohne 

l-Histidin | d-Histidin 4 Histidin | d-Histidin 

Meerschweinchenniere 10 40 0 : 20 1 100 
” 10 10 2 10 | 80 
” 10 2.5 4,5 10 I 55 
s 10 30 3,0 22,5 | 90) 
10 10 22,5 82 
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Tabelle VIL (Fortsetzung). 





‘ Salt eR he 
Versuchsansatz in mg Histidinausbeute in ; 


Extrakt oe im Ansatz Hemmung 
_ Sear at mit ohne nail 
l-Histidin d-Histidin | 4 wistidin | d-Histidin 

Meerschweinchenniere 10 2,5 6,0 22.5 73 
o 10 1,5 8,0 22,5 64 

= 10 RS) 9,0 22,5 60 

vs 10 0.5 4,5 9,0 50 

- 10 0,1 ye 9,0 20 

% 10 0,1 6,0 7,5 20 

- 10 0,01 9,0 9,0 0 


5). Histaminausheute bei konstanter a-Histidin- und sinkender 1-Histidin- 
menge. 

Die Ansitze waren gleichartig fertiggestellt. Sie enthielten auBer 

Putresecin neben 10 mg d-Histidin fallende Mengen |-Histidin. Versuchs- 

dauer 2 Stunden. 37°. 


Tabelle VIL. 





Histaminausbeute in ; 


Angewandte Menge Hemmung 


1-Histidin mit obne in % 
d-Histidin d-Histidin 
100 40 25 37 
20 8 20 40 
5 1,5 8,9 81 


Die Tabelle laBt also erkennen, daB die Hemmung um so gréber 
wird, je gréBer das Verhaltnis der Molzahl d- zu |-Histidin ist. 


6. Wird die Histaminausheute durch verschiedene Inkubationsdauer 
heeinflupt ? 


Alle Ansatze enthielten die gleiche Menge d- und 1|-Histidin sowie 
Putrescin. |-Histidin wurde gleichzeitig oder 5, 10, 15 Minuten nach 
d-Histidin zugegeben. Die Ausbeuten waren in den drei Ansatzen 
gleich, namlich je 3y Histamin. Die Hemmungswirkung nimmt also 
mit der Inkubationszeit nicht zu. 


7. Reversible Hemmung der Histidin-decarboxylase durch d-Histidin. 
1. Versuchsbeispiel. 


a) 4ccm Meerschweinchen-Nierenextrakt werden mit 160 mg d-Histidin- 
chlorhydrat versetzt und mit 0,1 ecem 10° iger Natronlauge neutralisiert. 
2cem davon werden in Cellophan gegen flieBendes Wasser 16 Stunden 
dialysiert; 2cem werden bei der Temperatur des flieBenden Wassers im 
Reagensglas belassen. Nach der Dialyse war das Volumen unverandert. 

b) 4 ccm desselben Extraktes plus 0,1 com Wasser werden, wie unter a) 
hesehrieben, behandelt. 
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Tabelle IX. 





istamin- ®%) Decarboxy 
Ansatz yrs nese — "ites heated 
in 3 ” reaktiviert 
Mit d-Histidin nicht dialysiert ...... 0 100 
I Ohne d-Histidin nicht dialysiert .... 27 — 
Mit d-Histidin dialysiert ........... 10 63 37 
Ohne d-Histidin dialysiert ......... 27 
Mit d-Histidin nicht dialysiert ...... 2,2 66 
Il { Mit d-Histidin dialysiert .. see eeeees 7.5 0 100 
|e d-Histidin nicht dialysiert 7,5 — 
Ohne d-Histidin dialysiert .......... 7,5 


Je Leem der 4 Fermentlésungen wird mit leem sek. Natriumphosphat, 
0.38 cem 0,5 mol. Putrescinlésung, 0,5 cem |-Histidinlésung ( 10 mg Histi- 
din) und 0,2 cem Wasser versetzt und 3 Stunden bei 37° belassen. 


2. Versuchsbeispiel wie 1., jedoch plus 10 mg d-Histidin. 


Es ist aus den Werten der Tabelle LX zu ersehen, da®8 die Dialysedaue: 
fiir eine vollkkommene Entfernung von 40 mg d-Histidin zu kurz war, fii 
10 mg aber ausreichte. 


8. Hemmung der Histidin-decarboxylase durch d- und 1-Dopa. 
Vergleich der blockierenden Wirkung von d- und |-Dopa. 


Fermentmaterial: Meerschweinchennierenextrakt, -diinndarmextrakt 
Kaninchennieren- und -leberextrakt. Ansatze wie bisher. 1- bzw. d,l-Dop 
wurde 30 Minuten vor Zusatz von |-Histidin dem Versuchsansatz zugesetzt 
Versuchsdauer 3 Stunden bei 37°. Die Ansatze enthielten 10 mg 1|-Histidir 
base. 


Tabelle X. 





iistaminausbeute in ; ‘ 
Histaminau rie Hemmung in 


Zugesetzte bei Zusatz von 
Fermentmaterial Menge Dopa mins excel j 
mm -Dopa 4, -Dopa—.popa di, eDor 
Meerschweinchenniere .... - 38 _ 
a ceive 1 15 9 61 5 
0,2 28 3.8 26 9) 
* 0,03 38 11,3 0 70 
- ot 0,01 15,2 60 
9” Sealy - . 30 ; 
H steed 0,003 — 15 50 
‘i ‘ 0,001 24 2() 
Meerschweinchendiinndarm — 10,0 2 
Ss 10 3.0 70 
Kaninchenniere .......... 15,0 
pa eer ce wire Seem 10 0,0 100 
Kaninchenleber .......... 3.0 








rboxy 
vitat 
viert 


phat, 
Histi- 


dau ] 
r, tw 


pa. 

trakt 
-Dop: 
setzt 


stidu 





Zur Kenntnis der Aminoséure-decarboxylasen und der Histaminase. 283 


Die Werte der Tabelle lassen erkennen, daB die Hemmung bei An- 
wendung fallender Dopa-Mengen bei |1-Dopa rasch auf 0 abfallt, sie 
iber bei d,l-Dopa noch sehr betrachtlich bleibt. 


9. Reversihhlitat der Hemmung durch d-Dopa. 


Versuchsbeispiel: Zu 4ccm Nierenextrakt werden 4mg_ d,1-Dopa 
gegeben. 2cem davon werden in Cellophan 24 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert, 2c¢ccm bei der Temperatur des flieBenden Wassers im 
Reagensglas belassen. In gleicher Weise werden 4ccm unveranderte1 
Nierenextrakt behandelt. Die dialysierten Lésungen veranderten ihr Volu- 
men nicht. Danach werden mit den 4 Lésungen Ansitze mit Histidin 
3 Stunden bei 37° belassen. Die Versuchsresultate sind in der folgenden 
Tabelle verzeichnet. 


Tabelle XI. 





is in- ®, Decaboxy- 
Ansatz poner ae eeoaht i itt, 
in ; = reaktiviert 
Ohne Zusatz nicht dialysiert ........ 30 
Ohne Zusatz dialysiert ............ : 30 
Plus 1 mg d,1l-Dopa nicht dialysiert .. 0 100 _ 
Plus 1 mg d,1-Dopa dialysiert ....... 27 10 90 


10. Hemmung der Decarboxylase durch Imidazol. 


Die Ansatze sind wie die bisher beschriebenen fertiggestellt; sie ent- 
hielten: 1-Histidin, Putrescin und die angegebenen Imidazolmengen. Das 
Imidazol wurde 20 Minuten vor dem |-Histidin der Fermentlésung zugesetzt. 
Gesamtvolumen 4cem. Versuchsdauer 3 Stunden bei 37°.  Beispiele 
Tabelle XT. 

Tabelle XII. 





* 
Histamin- 
: ‘ mg mg Hemmung 
“ermentmaterial ; ne. ausbeute 
Fermentmater Imidazol _1-Histidin ausbeut in ° 


in 4 
Kaninchennierenextrakt ....... : - 10 26 
Geri ts shires. aby vals 10 10 26 () 
ee erat Punks Peer carte 6 10 10 26 58 
Meerschweinchennierenextrakt .... — 10 18 
20 10 14 22 
= eas 30 10 12 33 
ar oietete 40 10 9 50 
Meerschweinchenle berextrakt ..... 20 6 - 
OF caso eg ee 20 20 5 17 
or Oe 40 20 45 25 
Ne ei 60 20 4.4 27 
5 aa Sie 80 20 3.0 dO 


11. Histaminbildung durch Leber bei steigender Histidinkonzentration. 
Im Reaktionsvolumen von 4 cem waren bei gleichen Mengen an Extrakt. 


Puffer und Putrescin steigende Histidinmengen enthalten, und zwar 2, 5, 
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10, 50 und 100 mg. Die gebildeten Histaminmengen waren: 1,0, 1,6, 2,2 
4,5 und 2,1 y. 


Die Histidase entzieht,also der Decarboxylase das Substrat nicht 
in merklichem MaBe. Die hohe Substratkonzentration bewirkt sogar 
schlieBlich einen Abfall der Ausbeute. 


12. Dopa-decarboxylaseaktivitat in Gegenwart von l- und d-Dopa, 
l- und d-Histidin: 

Die Messung des durch Decarboxylierung von Dopa gebildeten 
Oxytyramins erfolgte am Blutdruck der Ratte, die sich zur quantita- 
tiven Bestimmung gewisser gefaiBaktiver Stoffe gut eignet. Die Tiere 
sprechen schon auf 50 y Oxytyramin gut an. In gleicher Weise 
kann auch Tyramin an der Ratte bestimmt werden. Methodisches 
siehe (26). 

Fir die Ansatze wurden Extrakte aus Meerschweinchenniere entwede1 
mit Wasser oder Phosphatpuffer py 7,4 (7) gewonnen. Die Ansiatze wurden 
wie die zur Messung der Histidin-decarboxylase-Aktivitét hergestellt. Sic 
enthielten je 10 mg d, l-Dopa bzw. 5 mg 1-Dopa. Die Ansiatze standen unte1 
Stickstoff und waren mit Toluol iiberschichtet. Versuchsdauer 5 Stunden 
bei 37°. 

Beispiel: Aus 5mg_ 1|-Dopa entstanden 1,1 mg Oxytyramin 

10 ,, d, l-Dopa is S ae ” 
Ao > ere 1-Dopa * in Gegenwart von 15 mg 
d-Histidin 1,1 mg Oxytyramin. 

Drei gleichartige Ansitze, die 10 mg 1-Dopa bzw. je 10 mg 1-Dopa 

20 mg |- bzw. d-Histidin enthielten, ergaben die gleichen Oxytyramin- 
ausbeuten. Es tritt also keine Blockierung der Dopa-decarboxylase durch 
d- oder |-Histidin ein. 


13. Decarboxylaseaktivitat in Gegenwart von Adrenalin, Arterenol. 
Brenzcatechin, Resorcin und Hydrochinon. 

Die, wie mehrfach angegeben, bereiteten Ansatze enthielten Mee 
schweinchennierenextrakt, 10 mg Histidin, Putrescin und die in Tabelle X11] 
verzeichneten Zusatze. Diese wurden in der Kalte jeweils 15 Minuten vor 
dem Histidin den Ansatzen zugegeben. 


Tabelle XIII. 





Pro Ansatz 


a Menge gebildete Hemmung 
Zusatz in mg Histaminmenge in % 
in y 
— - 30 
Po earth iiae bead aida eee aE EA 0,5 7 77 
ps a RPT, by aoe eae eA estas gare 01 10 66 


18 
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Tabelle XIII (Fortsetzung). 





Pro Ansatz 


Zusatz Menge gebildete Hemmung 
— in mg Histaminmenge in ° 
in } 
pO PERE RO POT Pe 0,03 9 AO 
Rho wi Alcadseak eee ce er 0,01 13 28 
Mh oss a ian eo ceo Ge 0,1 6.0 66 
bid 23 
ORNOOEN os bcs ec canes 2,0 1,2 95 
gen type ine = Ps. eee 0,5 3,0 87 
BR Mest ae en ey ae ea | 0,1 7,5 67 
eet.) > ate bee 8 ate pees a 0,01 18 2? 
eee cee Shy ale 2.0 8.0 65 
Sa > on nidiln dae ale alts ube dock 0,5 12,0 18 
EN Were bho Ereroi PG aieccvateie ol a ex 0,1 17,0 26 
Om? ALN a'tcus Stok ia ance eeea ie at 0,01 23,0 0 
— - 25,0 
VOIOMIMION © 6 555.0555 Ue dese 0,35 12,0 52 
Bi) ak eee ae ere gee Oa eta 0,04 22.5 10 


14. Decarboxylase-Aktivitat in Gegenwart von Vitamin B,, 2-Methyl- 
t-amino-5-brommethyl.pyrimidin-hydrobromid. (1), 4-Methyl-5-oxydthy!- 
Thiazol (II) und Nag Fo. 

Ansatze wie oben mit Meerschweinchen-Nierenextrakt. Versuchsdauer 
2,5 Stunden, Temperatur 37°. Die Hemmungskérper wurden 15 Minuten vor 
dem |-Histidin zugegeben. 


Tabelle XIV. 





Pro Ansatz 


Pat c= | we. | 
in y 
30 ae 
Mg ss eT kei. 2,4 14 53 
Be sb Ba av Nhe a clktinbea oeeieis 1,75 12 60 
Be ais. vi eC MO ET 1,3 12 60 
RR Sikes $5) «ais oe pe a's 13,0 11 63 
Nh 5 i nice deed ia ape ng iin he 1,3 15 50 
- 18 
RRS eit ehe 0,13 15 17 


15. Histaminaseaktivitat in Gegenwart von Vitamin B,, Natriumfluorid. 
Histidin, Dopa, Adrenalin und Priscol. 


Ansiitze: Als Histaminasepraparat wurde Torantil verwendet. Die 
Ansatze enthielten 1 cem Torantil, 1 cem 0,2 mol. Phosphatpuffer, py 7,4, 
50 bzw. 100 y Histamin und die in Tabelle XV angegebenen Zusitze. Sie 
wurden unter Sauerstoff 3 Stunden bei 37° geschiittelt. 
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Tabelle XV. 





Zugesetzte 


“ie Morita Menge eine Hemmung 
Zusatz ee ra ad Histamin, a 
=: 40 ~ 36 — 
pu 7,4. Vitamin B, (Betaxin) 50 2 99 39 
- B, ¢ 50 0,8 36 0 
100 80 
ou GD. Vitemm B, .. 2.2... 100 0,8 80 0 
RRS SERED Pee 50 1,3 35 3 
pS Re 50 0,5 36 0 
scieg —~ 49 
Oe ec 20 49 0 
a@-Histidin ...... oa 20 49 0 


Fraulein MW. Gethmann danke ich fiir wertvoile Hilfe bei der Ausfiithrun 
der Versuche. 
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Uber den Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen 
und seine Beeinflussung. 
VI. Mitteilung: 
Die Anreicherung des Aneurin- und Cocarboxylasegehaltes von Hefen 
durch Angebot der Pyrimidin- und Thiazol-Komponenten. 
Von 
Hermann Fink und Felix Just. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation 
der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 1S, Dezember 1911.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Wie wir friiher zeigten |, gelingt es, Torula utilis, Bier- und Backer- 
hefe im Aneurin- bzw. Cocarboxylasegehalt stark anzureichern, indem 
man diesen Hefen in der Gar- oder Niahrlésung synthetisches oder 
natiirliches Vitamin B, anbietet. 

Denselben Anreicherungseffekt, und zwar in noch gr6éBerem Aus- 
mae, erzielten wir nun auch, als wir an Stelle des kompletten Aneurin- 
molekiils Aquivalente Mengen von 2-Methyl-1-amino-5-oxymethyl-P yri- 
midin (Pyrim.) und 4-Methyl-5-oxdthyl-Thiazol (Thia.) zusetzten. Wir 
erzeugten so Torula- und Bickerhefen mit tiber 1000 y Vitamin B, pro 
| ¢ Trockensubstanz, wobei also der Anreicherungseffekt das 30- bis 
\Ofache des normalen Gehalts jener Hefen betrug. Eine betrachtliche 
Vitamin B,-Anreicherung erzielten wir auch bei einigen anderen, ge- 
gebenenfalls auch fiir den menschlichen Verzehr in Frage kommenden 
Mikroorganismen, so z. B. Oidium lactis, Endomyces vernalis und Asper- 
gillus oryzae. 

Bekanntlich laBt sich in der Wuchsstoffwirkung das komplette 
Aneurin bei manchen Organismen durch eine oder alle beide dieser 
Aneurinspaltprodukte ersetzen. Die Wuchsstoffwirkung interessierte 
jedoch in unserem Zusammenhange nicht, da die Torula utilis erwiesener- 
maBen zu den Organismen gehért, die tiberhaupt keiner Wuchsstoffe, 
im besonderen auch nicht des Aneurins, bediirfen*. Dariiber hin- 
aus ist die Torula imstande, die Vitamine der B-Gruppe, speziell 
1 


Aneurin 3, Lactoflavin * und Nicotinsaure *, wie tiberhaupt alle Zellin- 


haltsstoffe aus einfachen C-Verbindungen (Zucker, Alkohol, organischen 


1 Vgl. voraufgehende Mitteilungen. V. Mitteilung: H. Fink u. F. Just, 

diese Zeitschr. 311, 61, 1942. 2H. Fink u. J. Krebs, ebenda 299, 26, 1938. 

3 4, Scheunert, K. H. Waqner, H. Fink u. J. Krebs. ebenda 302, 1, 1939. 
1H. Fink u. F. Just, ebenda 3038, 404, 1940. 
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Sauren), Ammoniak-N und anorganischen Nahrsalzen total zu svn 


thetisieren. 

Trotzdem ist die Torula utilis, obgleich sie also gar nicht darau/ 
angewiesen zu sein scheint, befahigt, aus den gleichzeitig zugesetzten 
Pyrimidin- und Thiazol-Spaltstiicken Aneurin in sehr guter Ausheut: 
zu synthetisieren, das gebildete Aneurin zum grofen Teil in Pyro 
phosphat (Cocarboxylase) umzuwandeln und geradezu gewaltige Menge, 
davon zu speichern, so daB die vorbehandelte Hefe bis zu GOmal meh 
Vitamin B, enthdlt als die normal geziichtete. 


Die obige Reihenfolge: Spaltstiicke —> Aneurinsynthese —> Phos 
phoryvlierung — Speicherung bezweckt vorlaufig nur die’ begrifflich: 


Unterscheidung der einzelnen Vorgange, ist aber nicht als tatsachlicher 


Reaktionsmechanismus gemeint. So ist es z. B. wahrscheinlicher 
daB die Zelle zuerst die Spaltstiicke aufnimmt und dann erst die Syn 
these zum kompletten Aneurinmolekiil vollzieht. Dafiir spricht unser 
Befund, da®B in der extrazelluliren Fliissigkeit im allgemeinen kein 
Aneurin gefunden wird. Ebenso ware es méglich, da die Phosphory- 
lierung auch am Thiazolspaltstiick vor der Synthese und nicht nur am 
fertigen Aneurin erfolgt. Wie dem im einzelnen reaktionsmechanisch 
auch sei, die Verkniipfung der Thiazol- und Pyrimidinkomponente 
zum kompletten Aneurin wird von den genannten Organismen mit 
erstaunlich guter Ausbeute vollzogen. 

Da der Vollzug dieser Synthese bei den meisten der diesbeziiglichen 
Wuchsstoffversuche an niederen Organismen nicht unter direkten 
Beweis gestellt worden ist, wollen wir unter selbstverstandlichem 
Verzicht auf Vollstandigkeit kurz auf die Untersuchungsergebnisse 
iiber die Wuchsstoffwirkung des Aneurins bzw. seiner Komponenten 
eingehen, obwohl sie, wie schon erwahnt, unser Ziel — ndmlich vitamin-B,- 
reichere Torula utilis zu erzeugen — nicht unmittelbar beriihren. 

Bekanntlich sind, wie insbesondere durch die Arbeiten von Schopfer' 
gezeigt worden ist, alle kombinatorischen Méglichkeiten beziiglich Bedart 
an Aneurin und seiner beiden Spaltstiicke als Wuchsstoff in der Natu 
realisiert. Es sind folgende Falle zu unterscheiden: 


I. Bedarf an komplettem Aneurin. 


Realisiert durch Glaucoma pyriformans, Stigomonas oncopelti u. a. 
Das Wachstum dieser Organismen (auxo-heterotroph = wuchsstoff- 
abhangig) ist an die Anwesenheit kompletten, nichtaustauschbaren Aneurin- 
gebunden. Keine Eigensynthese von Aneurin, auch nicht bei Angebot de) 
Spaltstiicke. 

II. Bedarf an beiden Komponenten. 


Realisiert durch Phycomyces blacesleanus, Staphylocceccus aureus u. a 
Optimales Wachstum auch bei Ersatz des kompletien Aneurins durcl 
aiquivalente Mengen beider Spaltstiicke. Keine Eigensynthese von Aneurin (? 


1 Schopfer, Arch. f. Mikrobiol. 9, 116, 1938; Ergebn. d. Biol. 16, 1, 1939 
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Lif. Bedarf an einer einzige n Komponente. 

a) Bedarf an Pyrimidin-Spaltstiick allein: Realisiert durch Rhodo- 
torula rubra. Optimales Wachstum auch bei Ersatz des Aneurinmolekiils 
durch aquivalente Mengen der Pyrimidinkomponente allein. Eigensynthese 
der Thiazolkomponente bewiesen, Eigensynthese des kompletten Aneurin- 
molekiils fraglich. 

b) Bedarf an Thiazol-Spaltstiick allein: Realisiert durch Mucor Raman- 
nianus. Optimales Wachstum auch bei Ersatz*des Aneurinmolekiils durch 
aquivalente Mengen der Thiazolkomponente «llein. Eigensynthese — der 
Pyrimidinkomponente bewiesen, Eigensynthese des kompletten Aneurin- 
molekiils fraglich. 

IV. Extrem der Bediirfnislosigkett, 
kein Bedarf an Aneurin oder dessen Spaltstiicken. 

Realisiert durch alle héheren chlorophyllhaltigen Pflanzen (v6llig 
autotroph) im allgemeinen; durch Absidia glauca im speziellen (aneurin- 
autotroph). Eigensynthesen kompletion Aneurins bei den héheren Pflanzen 
hewiesen; bei Absidia glauca fraglich. 

Es zeigt sich also, daB die Biosynthese von Vitamin B, aus einem 
oder allen beiden Spaltstiicken in keinem der Fille unmittelbar be- 
wiesen worden ist. Eine solche kénnte allerdings erschlossen werden, 
vorausgesetzt, daB der eigentliche Wuchsstoff das komplette Aneurin 
ist. Diese Voraussetzung versteht sich aber keineswegs von selbst, 
im Gegentei!, gewisse Tatsachen sprechen dafiir, da die Thiazol- und 
Pyrimidin-Spaltstiicke einzeln oder gemeinsam schon fiir sich Wuchs- 
stoffwirkung besitzen und in der Zelle, wenn iiberhaupt, dann aber nicht 
ausschlieBlich zum Wiederaufbau des Aneurins, sondern zu anderen 
lebensnotwendigen Zwischen- und Endprodukten verbraucht werden. 
Vor allem spricht fiir diese letzte Méglichkeit das Verhalten von Phyco- 
mvces blacesleanus (s. unter II). Dieser Pilz wachst auch bei Angebot 
beider Spaltstiicke an Stelle des kompletten Aneurins: jedoch der 
Nachweis von Vitamin B, fiel sowohl im Rattentest als auch mittels 
Thiochromreaktion negativ | aus. In der Tatsache, daB dieser Pilz auch 
bei Angebot kompletten Aneurins gedeiht, braucht insofern kein Wider- 
spruch zu liegen, als der Phycomyces das Aneurinmolekiil méglicher- 
weise zu spalten imstande ist. Tatsiaichlich machten neuere Unter- 
suchungen von Bonner und Buchmann? wahrscheinlich, daB es sich 
bei der Aneurinwirkung auf Phycomyces in erster Linie um eine T'hiazol- 
wirkung handele: im vitamin-B,-haltigen Medium einer Phycomyces- 
kultur sind namlich nach langerer Kulturdauer noch iiber 50°/ des 
entsprechenden Pyrimidinanteils vorhanden, wahrend Aneurin und 
Thiazol nicht mehr nachweisbar sind. 

Das Gegenstiick zum Phycomyces wire also im gewissen Sinne 
unsere Torula utilis: sie bedarf zum Wachstum keiner der beiden Kom- 
ponenten, synthetisiert aber bei deren Angebot komplettes Aneurin, 


1 Schopfer, Arch. f. Mikrobiol. 9, 118, 1938. 2 Bonner u, Buchmann, 
Proc. Acad. natur. Sei. Philad. 25, 164, 1939. 
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waihrend Phycomyces alle beide Komponenten bendétigt, jedoch zu: 
Biosynthese des Vitamins B, nicht befahigt ist. 

Wahrend wir noch mit unserer experimentellen Durcharbeitung 
beschaftigt waren, wurde in einer kiirzlich erschienenen Arbeit iiber die 
Wuchsstoffwirkung von Aneurin, Pyrimidin und Thiazol auf Hefe 
von Niels Nielsen! festgestellt, daB bei dem von ihm untersuchten 
Hefestamm ©.L.1 das Aneurin durch Pyrimidin in der Wuchsstoff 
wirkung nahezu vollwertig ersetzbar ist, wihrend Thiazol allein keine 
solehe Wirkung auf das Wachstum auszutiben vermag. Diese Hefe gehért 
also nach der Schopferschen Einteilung zur Rhodotorula-Gruppe (vz! 
oben Ila). Ob aber bei dieser Hefe eine Biosynthese von komplettem 
Aneurin aus den beiden bzw. aus einem Spaltstiick vollzogen wurde, ist 
vom Verfasser nicht unter Beweis gestellt worden. 

Dahingegen. diirfte nunmehr unzweifelhaft feststehen, daB auch 
der tierische Organismus zur biochemischen Synthese von Vitamin B, 
aus gleichzeitig angebotenem Thiazol- und Pyrimidinspaltstiick  be- 
fihigt ist. So erzielten Robbins und Mitarbeiter 2 bei der Taube durch 
gleichzeitige, relativ hoch dosierte Verabreichung von 4-Methyl-5 
(f-oxyathyl)-Thiazol und 2-Methyl-5-brommethy!-6-amino-pyrimidin 
eine Heilung der Polyneuritis. £. und R. Abderhalden 3 gaben 2-Methy!| 
4-amino-5-oxymethyl-pyrimidin und das namliche Thiazol peroral und 
parenteral den sich im Krampfstadium befindlichen Tauben und beob 
achteten eine prompte Heilung der Avitaminose. Es muBten allerdings 
relativ hohe Dosen verabreicht werden. Geniigen zur Heilung der 
avitaminotischen Taube 2 bis 4 an komplettem Aneurin, so lag dic 
erforderliche Minimaldosis an beiden Spaltstiicken etwa 1000 mal héher 
d.h. es mubte soviel gegeben werden, wie bei 100 %iger, theoretischer 
Ausbeute 2 bis 4mg Aneurin entsprochen hatte. Auch die Ratte ist 
nach R. Abderhalden* im Gegensatz zu fritheren Angaben in be 
schrianktem Umfange zur Aneurinsynthese aus den genannten Spalt- 
stiicken befaihigt, da bei deren Verabreichung die aneurinfrei ernahrten 
Ratten am Leben blieben. Dariiber hinaus konnte das gebildete Aneurin 
durch den Thiochromtest direkt in Leber und Muskeln nachgewiesen 
werden. 

In diesem Zusammenhang mu noch der sehr interessante Befund 
von E. und R. Abderhalden ® erwahnt werden, wonach auch mit Hilfe 
von Organextrakten die Verkniipfung der beiden Bausteine zum Vita 
min B, in einer Ausbeute von etwa 1 bis 1 5% der Theorie gelungen ist 


1 Niels Nielsen, Arch. f. Mikrobiol. 12, 128, 1941. 2 Robbins u. Mit 
arbeiter, Proc. Nat. Acad. Se. 28, 388, 1937. Vgl. auch Sh. Morii, diese 
Zeitschr. 809, 359, 1941. 3 Emil u. Rudolf Abderhalden, Pfliigers Arch 
240, 746, 1938. 1 R. Abderhalden, Med. Klin. 1940, S. 1213. 5 Emil 
u. Rudolf Abderhalden, Pfliigers Arch. 242, 508, 1939; 2438, 85, 1939. 
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Kine praktische Bedeutung kommt nach R. Abderhalden (\.¢.) der 
Aneurinsynthese durch Taube und Ratte wegen ihres geringen Um. 
fanges kaum zu. 


Durchfitihrung und Ergebnisse unserer Versuche. 
(Unter experimenteller Mitarbeit von Frl. W. Hénisch.) 

Das von uns verwendete Thiazol- bzw. Pyrimidinpraparat, das 
uns liebenswiirdigerweise von der I. G. Farbenindustrie, Elberfeld, zur 
Verfiigung gestellt wurde, war ein 4-Methyl-5-(3-oxithyl)-Thiazol (1) 
und ein 2-Methyl-4-amino-5-oxymethyl-pyrimidin (II). Die Lésung 
des Thiazols (Molgewicht 143) enthielt 143.0 mg, die des Pyrimidins 
(Molgewicht 139) enthielt 139.0mg in 100 ccm. Bei vollstandiger 
Reaktion nach dem Schema 


CH om 
N/ SC—CH,OH C-—-C—CH, -CH,- OH 
LN 
C C CH—S 
CH, XN NH, 
II I 
C, H,ON. (139) C,;H,ONS (143) 
Pyrimidinkom ponente Thiazolkomponente 
CH, 
| 
on Cl c-—C—C,H,OH 
N/ \c—CH,—N 
+2HCI—H,0O CH—S 
CH, X NH, - HCl 


LI 
C,9H,,ON,SCL, (337) 


Aneurin-Hydrochlorid 


waren also Lecm Pyrim.-Lésung plus lcem Thia.-Lésung 3370 y 
Aneurin-Hydrochlorid (111, Molgewicht 337) stéchiometrisch aquivalent 
(= 100% ige theoretische Ausbeute). 


I. Vitamin B,- und Cocarboxylase-Synthese aus den beiden Spaltstiieken. 
a) In gdrender Torula. 

Die Garansatze enthielten, ganz ahnlich wie in fritheren Versuchen, 
in 200 cem 10g abgepreBte Torula utilis, 20 g Glucose, 2. ¢ Nahrsalze 
und abgestufte Zusaétze von Thia.- und Pyrim.-Lésung (s. Tabelle I). 
Die Ansitze blieben etwa 30 Stunden bei 30° der Garung iiberlassen. 
Danach wurde die Hefe abzentrifugiert, zweimal mit je 50 cem Wasser 
ausgewaschen und auf die schon frither beschriebene Weise} nach 


Vel. H. Fink u. F. Just, 11. Mitteilung: diese Zeitschr. 809, 1, 1941. 
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Ritsert der Gehalt an freiem und phosphoryliertem Aneurin bestimmt 
Die Ergebnisse dieser Versuchsserie [ sind in der folgenden Tabelle 
zusammengestellt (vgl. auch Versuchsserie IIIb). 


Tabelle [. 





Zum Giransatz zugegebene Gehalt der Torula nach dem Versuch an 
Menge an 


Vergorene 


An- ” Glucose- | Gesamt- freiem als Cocarboxylas: 
sees) Thi — — menge aneurin Aneurin %ebundenes Aneuri) 
ia. Pyrim. iiquiv. in g oh at ia oil @ tahodieaitagenagahinins 
in 4 iny Aneurin aS het EP ll él. in yilg in % des 
aa frocken- Trocken- Trocken- | Gesamt 
i 7 a ~ ae A Si t 
sunerans | Saletan substanz  aneurins 
A 2860 2780 | 6740 10,6 749 24 725 97 
B 1430 1390 | 3370 9,8 626 20 606 97 
Ci 716 695 | 1685 92 440 12 428 97 
D 358 348 840 8,9 241 6 235 96 


In den Filtraten wurde nach der Garung in keinem der Ansitze A 
bis D weder freies noch gebundenes Aneurin gefunden. 

Unter den Versuchsbedingungen hat also in sehr betrachtlichem 
Umfange eine Synthese von Aneurin bzw. Cocarboxylase stattgefunden 
mit dem Endeffekt, daB die so vorbehandelte Torula gleichzeitig seh: 
stark mit Vitamin B, angereichert worden ist. Da die Ausgangshefe 
21 y/1 g Tr.-Sub. enthielt, betrigt also die Anreicherung bei A das 35- 
bei B das 30-, bei C das 20- und bei D das 12fache. Wie zu erwarten, 


geht die Synthese bzw. die Anreicherung im Vitamin B,-Gehalt der 


Konzentration der Zusatze parallel. Bemerkenswert ist die Tatsache. 
da fast das gesamte synthetisierte und gespeicherte Aneurin in ge- 
bundener Form als Cocarboxylase vorliegt. 

Die praktische Ausbeute an komplettem Aneurin ist recht betriacht 
lich. Sie l4Bt sich im Einzelfall wie folgt berechnen. Die Aneurinmenge 
in der Ausgangshefe (22,54°% Tr.-Sub., 21 y Ges.-Aneurin/1 g Tr.-Sub.) 
betrigt also jeweils 2,254 -2ly —47y. Dieser Betrag ist von dem 
Gesamt-Aneuringehalt der vorbehandelten Hefe zu subtrahieren, um 
die absoluten synthetisierten Aneurinmengen zu erhalten, die sich 
dann in % der theoretischen Ausbeute (s. Tabelle Ia, 4. Spalte) an- 
geben lassen (Tabelle Ia). 


Tabelle Ia. 











Atiite em ae . Aushouts an Aneurin 
; in y in % der Theorie 
A 6740 1641 24 
B 3370 1364 40 
C 1685 944 56 


D 840 59 
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Die relative Ausbeute steigt also mit fallender Konzentration, 
wahrend (ahnlich wie bei der Speicherung fertigen Aneurins) der An- 
reicherungshub mit gréBerer Konzentration héher ist. Wie wir noch 
zeigen werden, liegt auch bei niedriger prozentualer Ausbeute kein echter 
Verlust vor; die Hefe kann, anschaulich ausgedriickt, eben sehr hohe 
Angebote nicht mehr bewaltigen, so daB der auf das Angebot bezogene 
Umsatz niedriger erscheinen mui. 


Nachweis der cocarboxylatischen Wirkung des syntheti- 
sierten und phosphorylierten Aneurins. 

Die obigen Aneuringehalte wurden, wie erwahnt, im Thiochrom- 
test nach der Modifikation von Ritsert bestimmt. Nun kénnten_ be- 
rechtigte Zweifel bestehen, ob unter diesen Umstanden das sogenannte 
..Thiochrom-Aneurin“ und mit dem wirksamen ,,Vitamin B,‘* identisch 
ist, denn es muB ja nicht unbedingt das gemessene Fluoreszenzvermégen 
konstitutionsspezifisch sein. Praktisch (wenn auch nicht konstitutions- ) 
entscheidend ist der Testversuch am Tier. Die diesbeziiglichen Ratten- 
versuche laufen zur Zeit in der tierphysiologischen Abteilung unseres 
Instituts mit Herrn Dr. phil. habil. 4. Hock; obwohl sie noch nicht 
abgeschlossen sind, laBt sich jetzt schon sagen, daB sie keine Uber- 
raschungen beziiglich mangelnder Wirksamkeit bringen werden. Einen 
fast gleichwertigen Beweis fiir die tatsichliche Synthese von Aneurin 
haw. Cocarboxylase aus den Spaltstiicken konnten wir inzwischen schon 
im Cocarboxylasetest nach Auhagen-Lohmann erbringen, deren Er- 
gebnis aus dem zugehérigen Diagramm 1 zu ersehen ist. 

Die Versuchsanstellung haben wir schon frither beschrieben !; 
da sie auch in diesem Falle genau so beibehalten wurde, eriibrigt sich 
eine nochmalige Wiedergabe. 

Getestet wurde die Hefe des obigen Ansatzes C, die gema8 der 
chemischen Bestimmung 428 y Aneurin in Form von Cocarboxylase 
bezogen auf 1g Hefe-Tr.-Sub. enthalt (Kurve C). 

Als Vergleichshefen dienten: 

1. Eine mittels Aneurin angereicherte Torula (Kurve I), die gemaB 
der chemischen Bestimmung 216 y Aneurin, 

2. eine Bierhefe (Kurve II), die 198 y Aneurin, und 

3. eine normale Torula (Kurve Illa, IITb), die 20 y Aneurin in 
Form von Cocarboxylase enthielten. 


Die Zugaben an Kochsaft entsprachen bei der Hefe C 75 mg, bei 
Vergleichshefe 1 150 mg, bei Vergleichshefe 2 150 mg, bei Vergleichs- 
hefe 3 1500 mg (a) bzw. 75 mg (b) Hefetrockensubstanz. Die entwickelten 


 H. Fink u. F. Just, V. Mitteilung: diese Zeitschr. 311, 61, 1942. 
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CO,-Volumina bzw. die entsprechenden Kurven von Testhefe C und 
Vergleichshefen 1 bis 3a miissen also, da die zugegebenen Kochsaft , 
mengen annadhernd gleiche Cocarboxylasemengen enthielten, dicht 
beieinander liegen, vorausgesetzt, daB die Cocarboxylasewerte de1 
chemischen Bestimmung richtig waren. Dies ist, wie das Diagramm | , 
zeigt, tatsdchlich der Fall: Die Cocarboxylatische Wirkung entspricht 
also den Analysenwerten, d.h. es hat eine Synthese von phosphoryliertem 


‘i Aneurin! aus den angebotenen | 




















cm Spaltstiicken stattgefunden. 
Ma 
¢ 
I *s ° 
m bh) Vitamin B,- und Cocarboxy 
lase-Synthese aus den beiden 
Spaltstiicken durch wachsend: | 
‘ Torula bei der Ziichtung in 
Q 2 
Liiftungsverfahren. 
Die Ziichtung der Torula im 
Liiftungsverfahren mit Glucose 
m\| ls C-Quelle und ausschlieBlich 
anorganischen Nahrsalzen er 
folgte im sogenannten ,,Stutzen 
a versuch* nach Fink und Krebs. 
a 30 80 0 120 0Min. Wine nahere Beschreibung er | 
Abb. 1, iibrigt sich hier. Imfolgenden Ver- 


such (vgl. auchVersuchsserie III ¢) 
wurden 12,0 g Torula (Tr.-Sub. 23,18%; 21,1 y Gesamtaneurin in 1 g Tr.- 
Sub.) als Stellhefe, 20 g Glucose (halber Normalansatz) und die entsprechende 
Nahrsalzmenge verwendet. In die Nahrlésung wurden je 5 cem der obigen 
Pyrim.- und Thia,-Lésung zugegeben (was einer Aneurinmenge von 16850 7 
stéchiometrisch aquivalent ist); die Zugabe erfolgt also ebenfalls im Zulaut. 


, 


Geerntet wurden 56,3 ¢ Hefe mit 21,02° Trockensubstanz. Di: : 


Erntehefe enthielt 208 » Gesamtaneurin/1 gq Tr.-Sub., also 10mal soviel 
Vitamin B, wie die Ausgangshefe. 78°, des Gesamtaneurins, also | 


etwas weniger als der normale prozentuale Anteil, lag in Form von 
Cocarboxylase vor. Die von der Hefe befreite Ziichtungsfliissigkeit 
enthielt kein Aneurin. 

Die Ausbeuteberechnung st6Bt, wie schon friiher erértert, insofern 
auf Schwierigkeiten, weil es zweifelhaft ist, welche der beiden Méglich- 
keiten zugrundegelegt werden sollen: nimlich, ob man die normale 
Eigensynthese der Torula an Vitamin B, in Héhe von durchschnittlich 
20 y/1 g Trockensubstanz, d.h. also das mittlere Ergebnis von vielen 
..Null-Ansatzen“, dabei beriicksichtigen soll oder nicht. In dem einen 
Falle ergibt die Ausbeuteberechnung : 





1 Es kénnte streng genommen auch ein wirksames Homologen des 
Aneurins vorliegen. was wir nicht fiir wahrscheinlich halten. 
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56,3 ¢ Ernte mit 21,02 °% Trockensubstanz (gleich 11,83 g Tr.-Sub.) 
enthalten 2405 y Aneurin; mit der Stellhefe (12 g mit 23,18° Tr.-Sub. 
gleich 2,78g Tr.-Sub.) gelangten 59 y Gesamtaneurin hinein. Syn- 
thetisiert wurden also 2405 — 59 = 2346y, d.i. 14°% der Theorie. Fiir 
die relativ niedrige Ausbeute ist in erster Linie das im Verhaltnis zur 
Hefemenge zu groBe Angebot, das wie oben nicht mehr von der Hefe 
bewaltigt werden kann, verantwortlich zu machen. Es sei hier schon 
darauf hingewiesen (vgl. Versuchsserie IIIc), daB bei der Ziichtung im 
Liiftungsverfahren — ganz entsprechend wie schon beim Angebot 
kompletten Aneurins im Gegensatz zum Giéaransatz echte Ausheute- 
rerluste auftreten. 


c) Vitamin B,- und Cocarboxylase-Synthese aus den beiden Spaltstiicken 
durch Torula in wisseriger Aufschwemmung ohne Substrat. 

Erstaunlicherweise ist die Torula auch in bloBer wasseriger Auf- 
schwemmung ohne jeden Zusatz von Substrat wir wollen diesen 
Zustand kurz als .,in Selbstgirung befindlich*‘ bezeichnen, da eine 
solche, gespeist durch zelleigenes Kohlenhydrat (Hefe-Glykogen), fast 
immer statthat — zur Synthese des Aneurins aus den genannten Spalt- 
stiicken befihigt ; ja die Ausbeuten stehen sogar im Vergleich zu denen 
bei normaler Glucosevergérung nicht zuriick. 


Die Versuchsanstellung 


ist sehr einfach. Bei Ansatz A dieser Serie ¢) wurden 10,0 g Torula utilis 
mit 200 cem Leitungswasser, bei Ansatz B und C mit je 50 cem Leitungs- 
wasser aufgeschwemmt. Die Ausgangshefe (24,26°, Tr.-Sub.) enthielt 
23,3 y/1g Tr.-Sub. Zu A und B wurden je 5cem der obigen Thia.- und 
Pyrim.-Lésungen, zu Ansatz C je 0,5cem zugegeben; dem Zusatz bei A 
und B waren also je 16850 y, dem bei C 1685 y Aneurin stéchiometrisch 
aquivalent. Die Ansatze wurden etwa 20 Stunden lang geschiittelt und wie 
iiblich aufgearbeitet. Die Ergebnisse sind in der Tabelle IT zusammen- 
gestellt (vgl. auch Versuchsserie I[ITa). 


Tabelle IL. 





Die Hefe enthielt nach dem Versuch 





Stéchiometrische ‘ ont 
ae als Cocarboxylase Anreicherungsfaktor 


Aquivalenz Gesamt- 
Ansatz | der oubeeuiien Thia.- aneurin __ gebundenes Aneurin ~ eyes 
und Pyrim.-Menge in y/lg ike ae : aw yezogen aul ale 
in y Aneurin Trocken- pa ld yp Be dows Ausgangshefe 
substans substanz aneurins 
y. ) 850/200 cem ‘ i 50 fach 
A 16 850'200 1151 431 38 0 facl 
B 16 850/50 ecm 1181 544 46 50 fach 
C 16 850/50 cem 497 353 71 21 fach 


Das Filtrat plus Waschwasser enthielt in keinem der Ansitze 
Aneurin. 


20* 
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Der Vitamin B,-Anreicherungseffekt ist also sehr hoch: je hohe: 
die Konzentrationen der Zusatze liegen, um so héher liegt die absolut, 
aber um so niedriger die relative Ausbeute der Synthese, wie sich auc! 
in diesem Versuch bestatigt (vgl. Tabelle Ila). 


Tabelle Ila. 





ansatz Absolute Aneurinausbeute Relative Ausbeute 
Soe in ; in % der theoretischen * 


‘ 


A 
B 
Cc 1150 


* Val. zweite Spalte von Tabelle II. 


d) Vitamin B,-Synthese aus heiden Spaltstiicken durch andere Mikro 
organ ismen. 

Da uns hauptsachlich das Verhalten der Torula interessiert, priiften 
wir vorlaiufig nur 

. Untergarige Bierhefe (Hochschulbrauerei). 

. Brennereihefe (Rasse M), 

. Oidium lactis, 

4. Endomyces vernalis, 

. Aspergillus oryzae, 
ob sie im Garansatz bzw. bei normaler Kultur zur Synthese des Aneu- 
rins aus den genannten Spaltstiicken befihigt sind. Mit Ausnahme der 
untergérigen Bierhefe war dies der Fall. 

1. Der Versuchsansatz mit untergdriger Bierhefe war der gleiche 
wie bei Serie a, Ansatz A. Die Ausgangshefe enthielt 141 y Gesamt-. 
aneurin pro 1g Tr.-Sub. Nach dem Versuch wurde ihr Aneuringehalt 
zu 132 y/1 g Tr.-Sub. bestimmt. Eine Synthese hatte also nicht statt- 
gefunden. Ein zweiter Kontrollversuch mit einer anderen, aus dem 
Girkeller frisch entnommenen Probe fiihrte zum selben Ergebnis 
(Aneuringehalt der Hefe vor dem Versuch 227 y/1 g Tr.-Sub., nachher 
215 y/1 g Tr.-Sub.). Im Filtrat plus Waschwasser fanden wir insgesamt 
40 y; wir vermuten, daB diese relativ geringfiigige Menge aus ab- 
gestorbenen Bierhefezellen stammt. Die Unfahigkeit dieser Bierhefe 
zur B,-Synthese aus den Spaltstiicken war uns einigermaBen iiber 
raschend, da wir im Gegensatz zu diesem Befund aus unseren Vitamin B,- 
Bilanzversuchen bei der Malzbierherstellung ! zu der SchluBfolgerung 
gefiihrt wurden, daB die Bierhefe vermutlich aus dem durch das Wiirze- 
kochen usw. destruierten Aneurin wieder intaktes Aneurin aufbant. 
Wir sind im Begriff, verschiedene Stémme zu untersuchen, da es sich 


1 Vol. H. Fink u. F. Just, Wochenschr. f. Brauerei 58, 17, 79, 171, 1941 
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hier vielleicht um Rassenbedingtheit handeln kénnte, was wir fiir recht 
wahrscheinlich halten. 

2. Der Versuchsansatz mit Brennereihefe (Rasse M unseres Instituts) 
war der gleiche wie bei Serie a, Ansatz A. Die Ausgangshefe (27.41% 
Tr.-Sub.) enthielt 36 Gesamtaneurin/g Tr.-Sub. Nachher wurde 
ihr Gesamt-Aneuringehalt zu_1087 y/1 g Tr.-Sub. (davon 912 y, d.i, 
84° in freier Form) gefunden: sie ist also im Vitamin B,-Gehalt auf 
das 30fache angereichert worden. Im Filtrat plus Waschwasser wurden 
noch 126 y gefunden, die héchstwahrscheinlich aus abgestorbenen 
Zellen stammen. Die absolute Ausbeute der Aneurinsynthese betragt 
also (1087 — 36) - 10,0 -0,2741 ~ 126 gleich 3007 y, das ist 18°, der 
theoretisch méglichen Ausbeute (16850 y). 

3. Versuchsansdtze mit Oidium lactis. In Jenaer Kulturkolben 
wurden je 220 cem (6°ige) Malzwiirze gegeben und wie tiblich mehrmals 
sterilisiert. In den einen Kolben wurden nun je 0,5 cem der obigen 


Thia.- und Pyrim.-Lésungen (st6chiometrisches Aquivalent 1685 y 


Aneurin-Hydrochlorid) gegeben und beimpft.  Parallelversuch ohne 
Zusatz von Thiazol und Pvyrimidin. Kulturdauer 6 Tage bei 30°C. 


Versuchserge bnisse. 


Ernte im Kontrollansatz: 4,20 g mit 21,14°, Tr.-Sub. g Tr.-Sub. 
Ernte im Hauptansatz: 13,18 g¢ mit 13,33°, Tr.-Sub. 76g Tr.-Sub. 
Aneuringehalt von Oidium lactis des Kontrollansatzes 65 g Tr.-Sub. 
Aneuringehalt von Oidium lactis des Hauptansatzes 180 > g Tr.-Sub. 
Anreicherung im Aneuringehalt gegeniiber den Kon- 

trollen v/lg Tr.-Sub. 
Absolute Ausbeute an diberschiissigem Aneurin 
In °, der theoretisch méglichen Ausbeute (1685 4) 


Abgesehen von der auffalligen Wuchssteffwirkung der zugegebenen 
Thiazol- und Pyrimidin-Spaltstiicke (fast 100°,ige Erntesteigerung 
vegeniiber der Kontrolle) zeigt also auch Oidium lactis ein deutliches 
Vermégen, aus den Spaltstiicken komplettes Aneurin zu synthetisieren 
und sich hei deren Angebot in der Nihrlésung betrachtlich im Vitamin B,- 
Gehalt anzureichern. 

!. Die Versuchsansdtze mit Endomyces vernalis waren wie vor- 
stehend bei Oidium beschrieben. 


Versuchsergebnisse. 


Ernte im Kontrollversuch 0.83 ¢ Tr.-Sub. 
Ernte im Hauptversuch 118 g¢ Tr.-Sub., 
d. i. 42°46 mehr 
Aneuringehalt v. Endomyces vern. d. Kontrollansatzes 18,3 y/1 g Tr.-Sub. 
Aneuringehalt von Endomyces vern. d. Hauptansatzes 92,2 /1g Tr.-Sub. 
Anreicherung gegeniiber der Kontrolle 73,9 7/1 g¢ Tr.-Sub. 
Absolute Ausheute an diberschiissigem Aneurin 87 4 


In % der theoretisch méglichen Ausheute (168547) 2... 5% 
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Also auch Endomyces vernalis besitzt die Fahigkeit, aus den beide: 


Spaltstiicken komplettes Aneurin zu synthetisieren und _ betricht 
lich anzureichern (in obigem Versuch auf das Fiinffache). Daneben laf 
diese einfache Versuchsanstellung wie oben bei Oidium lactis eine 
deutliche Wuchsstoffwirkung der beiden Komponenten erkennen 

5. Die Versuchsansdtze mit Aspergillus oryzae waren wie vorstehend 
bei Oidium und Endomyces. 


Versuchsergebnisse., 


Pereaee “Te PE CIGTOIIVOTOUIGDD «5. niece va ce po sé aneneewnsn 1,31 2g Tr.-Sub. 
RRPEOO SE SAAN a Sa 5 Siok alee ees ba he 1,36 g Tr.-Sub. 
Aneuringehalt von Aspergillus oryzae des Kontroll- 

NN i LX cea kak iia Suite canines clkek © ee ee 18/1 g Tr.-Sub. 
Aneuringehalt von Aspergillus oryzae des Haupt- 

UNI i ka ovia oer 4h viene area were eo ware ante 1538 y/1g Tr.-Sul 
Anreicherung gegeniiber der Kontrolle .............. 135 y/lg Tr.-Sub 
Absolute Ausbeute an iiberschiissigem Aneurin ....... 184 y 
In % der theoretisch méglichen Ausbeute (1685) .... 11% 


Aspergillus oryzae besitzt also wie die vorstehend genannten 
Organismen die Fahigkeit, aus den beiden Spaltstiicken komplettes 
Aneurin zu synthetisieren und anzureichern (in obigem Versuch auf 
das Neunfache). An der Ausbeute ist hier eine Wuchsstoffwirkung 
nicht zu erkennen; die tigliché Beobachtung der Kulturen zeigte jedoch 
zu Beginn eine gesteigerte Wachstumsgeschwindigkeit bei Thia.- und 
Pyrim.-Zusatz im Vergleich zur Kontrolle. Der Vorsprung glich sich 
spaiter aus (Substraterschépfung 7). Doch dies nur nebenbei. 


I]. Versuche zur Aneurinsynthese an der Torula utilis 
hei Angebot nur ciner einzigen Komponente. 
a) Gdaransalze. 

1. Mit alleiniger Zugabe der Thiazolkomponente. Wie iiblich wurde: 
10,0 g abgepreBte Torula in 200 ccm einer Lésung, die 20 g Glucose und 
2g Nahrsalze enthielt und der 5 cem der Thiazollésung (= 7150 y) zugesetz1 
wurden, bei 30° der Garung iiberlassen. Danach wurde wie gewohnlich di: 
Hefe abzentrifugiert und ausgewaschen. Bestimmt wurde das Gesamt 
aneurin in der Hefe und Gar- plus Waschfliissigkeit, sowie das frei vo: 
liegende Aneurin der Hefe. Ergebnis siehe Tabelle ITT. 

2. Gaéransatz mit alleiniger Zugabe der Pyrimidinkomponente. An Stell: 
des Thiazols (bei 1.) wurden 5 cem der Pyrimidinlésung (6950 y) zugegeben 
Sonst gleiche Versuchsanstellung. 

3. Als Kontrolle liefen Parallelansitze mit Zugabe beider Komponent«! 
(je 5eem der Thiazol- und Pyrimidinlésung) bzw. ohne Zugabe. 


Es zeigt sich (Tabelle IIT), daB der Zusatz der Pyrimidinkompone nt: 
allein zu keiner zusatzlichen Aneurinsynthese bzw. Anreicherung fiihrt. Mi! 
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Tabelle ITI, 





1. Ansatz 2. Ansatz 3. Ansatz 4. Ansatz 


Thiazolzusatz Pyrimidinzusatz K ontrolle ‘Thiazo! 
ohne Zusatz  Pyrimidinzusatz 


Gesamtaneurin in 1g 


Hefe-Trockensubstanz 37 y 22 y 21y 6614 
Davon freies Aneurin <2 2 <2y ad» 
In % des Gesamt- 

GUE fe ox cas cea > 6% 9% g o% go 
Zunahme des Aneurin- 
gehalts im Vergleich 
zur Kontrolle 3..... + 16y +1ly + 640 4 
Anreicherung ........ 10% 5%, 3000 ©, 
Aneuringehalt der Gar- 
und Waschfliissigkeit <8; <3y 3; <3; 


Thiazol allein ist ein schwacher positiver Effekt zu bemerken, der aber 
gegentiber Hefe 4 (Zusatz beider Spaltstiicke) 40mal geringer ist. 


b) Ziichtungsansdtze. 

Die Versuchsanstellung war die gleiche wie diejenige bei Ib, mit 
dem Unterschied, daB die Nahrlésung jeweils nur eine der beiden Kom- 
ponenten enthielt. 

1. Thiazolziichtung: Zugabe von 5cem Thiazollésung (= 7150 Y), 

2. Pyrimidinziichtung: Zugabe von 5 cem Pyrimidinlésung (= 6950 +), 

3. Vergleichsziichtung mit beiden Spaltstiicken (je Seem 16.850 4). 


Versuchsergebnisse. 





Thiazol- 


Ausgangs- Thiazol-  Pvyrimidin- ; : 
: “we Bare > Pyrimidin- 
hefe ziichtung = ziichtung siichtung 
Gesamt-Aneuringehalt in 1 g Trocken- 
NING icra oc ew oles FE ele ain s oe 21y 25 y lo 208 
Zunahme im Aneuringehalt, bezogen 
auf die Ausgangshefe ............. +4; —5; + 187 
Freies Aneurin in 1 g Hefe-Trocken- 
MINS ok icin hee teeer ee etal. 2 23 2 6 


Ein merklicher Effekt bei Zugabe von nur einer einzigen Kom- 
ponente tritt also auch beim Ziichten der Hefen nicht ein. Sowohl der 
kleine Anstieg bei der Thiazolhefe (4 y/1 g Tr.-Sub.) als auch der Riick- 
gang bei der Pyrimidinhefe (— 5 y/1 g Tr.-Sub.) liegt in der normalen 
Streuung der Aneurinwerte der Torula. Der Kontrollansatz mit beiden 
Komponenten zeigt im Gegensatz dazu eindeutig das synthetische 
Vermégen der verwendeten Stellhefe. 
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Als Endergebnis dieser Versuche muB also festgestellt werden, da| 
die Torula utilis weder bei der Garung noch bei der Ziichtung im Liiftung: 
verfahren imstande ist, bei Angebot von Pyrimidin als einziger Kon 
ponente Aneurin zu synthetisieren. Bei Angebot von Thiazol allei 
ist die Torula um ein geringes Vitamin B,-reicher. 


II. Bestimmung der maximalen Aneurinausbeute bei der Biosvnthese 
aus den Spaltstiicken dureh Torula utilis. 


Wie wir im I. Teil zeigten, steigt die absolute Ausbeute und dei 
Anreicherungseffekt mit zunehmender Konzentration an Thiazol und 
Pyrimidin. Relativ zu den zugegebenen Mengen sinkt sie jedoch al 
Es war nun interessant, die maximale Ausbeute bei Garung und Ziichtuneg 
zu bestimmen., 


a) Die maximale Ausbeute bei Selbstgdrung. 

20,0 ¢ Torula (= 4,57 g¢ Hefe Tr.-Sub.), die 26 Gesamtaneurin 
lg Tr.-Subh. enthielt, wurden in 150 eem Wasser aufgeschwemmt, 0.5 cen 
Thia.- und 0,5cem Pyrim.-Lésung (stéchiometrisch mit 1685 y Aneurin 
Hydrochlorid aquivalent) zugegeben und bei 30° etwa 16 Stunden lang 
langsam geschiittelt. Die Hefe wurde danach abzentrifugiert und aus 
gewaschen. Die klaren Zentrifugate wurden mit dem Waschwasser ve! 
einigt und nach kurzem Anfkochen und Abkiihlen von neuem mit 20,0 2 
derselben Hefeprobe wie oben behandelt (Erschépfungsversuch). Dasselh 
geschah noch ein drittes Mal, wobei sich herausstellte, daB keine Zunahm 
im Aneuringehalt der Hefe mehr eintrat. 


Versuchsergebnisse. 

Nach der 1. Stufe: Die Hefe (4,55 g Tr.-Sub.) enthielt 357 y Gesait 
aneurin /1 g Tr.-Sub., davon 47 y, d.i. 13% vom Gesamtaneurin in 
freier Form. 

Nach der 2. Stufe: Gesamt-Aneuringehalt 31 y (freies Aneurin 
in 1g Tr.-Sub. Hefemenge: 4,47 g Tr.-Sub. 

Nach der 3. Stufe: Gesamt-Aneuringehalt 27 y (freies Aneurin - 2+ 
in lg Tr.-Sub. Hefemenge: 4,49¢ Tr.-Sub. Da hier keine Zunahn 
mehr festzustellen war, wurde der Erschépfungsversuch abgebrochen 


Ausbeuteberechnung. 
Wie schon angegeben, entsprach den zugesetzten Thia.- und Pyrim 
Mengen eine theoretische Aneurinausbeute von 1685 y. 
Die synthetisierte Aneurinmenge betragt : 
In der 1. Stufe 4,55 - (357 —26) = 15067 
In der 2. Stufe 4,47 -( 31—26) = 22 
In der 3. Stufe praktisch = 0 


insgesamt : = 1528 y 


90°, der Theorie. 
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7 
h) Die maximale* Ausheute bei Glucosegdrung. 


In einem aéhniichen Ersch6pfungsversuch wurden 20,0 g Torula (= 4,57 g 
rr.-Sub.; 26 Aneurin in 1g Tr.-Sub.) in 200 cem einer Lésung, die 20 ¢ 
(ilucose, 4g Nahrsalze und je 0,5cem der Thiazol- und Pyrimidinlésung 
(entsprechend 1685 g Aneurin) enthielt, bei 30° der Géarung iiberlassen, 
danach abzentrifugiert und ausgewaschen. Die von der Hefe befreite Gar 
plus Waschfliissigkeit wurde zwecks Sterilisierung kurz erbitzt und dann 
im Vakuum vom Giarungsalkohol befreit und eingedampft. Die vergorene 
Glucose wurde erganzt und wiederum mit 20,0 g¢ Torula versetzt. Dasselbe 
wurde mehrmals wiederholt. 


Versuchsergebnisse. 

Nach der 1. Stufe: Gesamt-Aneuringehalt 308 y (davon 8 y freies 
Aneurin) 1 g Tr.-Sub.: Hefemenge: 5,07 g Tr.-Sub. 

Nach der 2. Stufe: Gesamt-Aneuringehalt 46 y/1 g Tr.-Sub. (davon 

2y freies Aneurin): Hefemenge: 4,59 g Tr.-Sub. 

Nach der 3. Stufe: Gesamt-Aneuringehalt 47 y 1 g Tr.-Sub. (davon 

2 y freies Aneurin):; Hefemenge: 4,78 g Tr.-Sub. 

Nach der 4. Stufe: Gesamt-Aneuringehalt 28 y/lg Tr.-Sub. Ver- 
suchsserie abgebrochen. Die von der Hefe befreite Fliissigkeit enthie!t 
kein Aneurin. 

Ausbeuteberechnung. 
Die synthetisierte Aneurinmenge betragt: 
In der 1. Stufe 308 - 5,07 —26 - 
In der 2. Stufe 46 - 4,59 —26 - 
In der 3. Stufe 47 -4,78—26- 
In der 4. Stufe praktisch 
insgesamt : 
% der theoretischen Ausbeute (1685 5): 98%, 

Diese hohen Ausbeuten lassen darauf schlieBen, da es sich bei der 
Biosynthese durch die Hefe um eine relativ einfache Verkniipfung der 
Spaltstiicke zum kompletten Aneurinmolekiil handelt. Dieser SchluB 
ist weder selbstverstandlich — denn die chemische Synthese z. B. nach 
Andersag und Westphal muf ja nicht mit dem physiologischen Reaktions- 
weg tibereinstimmen noch konnte er aus den Ahderhaldenschen Be- 


funden (I. c.) ohne weiteres gezogen werden. Am ehesten sprach dafiir 
der Vollzug der Synthese mit Hilfe von Organextrakten: dahingegen 
lassen die ebenso niedrigen Ausbeuten von | bis 1,5°, im Ratten- und 
Taubenorganismus tiber den Reaktionsverlauf noch manche andere 
Méglichkeit offen. 


Dadurch also, daB sich die konstitutiven Teilstiicke tatsachlich 
zum Aneurin ..zusammensetzen* lassen, erhalt der Ausdruck .,Aneurin- 
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° 
Komponenten auch in der Physiologie auBer seinem bloBen abstrakte: 
noch einen empirisch-realen Inhalt ; und wurde er bisweilen in dem letzte: 
Sinn in physiologischer Hinsicht gebraucht, so war dies eigentlich ein 
petitio principii. 


c) Die maximale Aneurinausheute bei der Hefeziichtung 
im Liiftungsverfahren. 


In Analogie zu unseren friitheren Befunden, daB bei der Hefe 
zichtung im Liiftungsverfahren nicht unbetrachtliche Verluste an 
zugesetztem Aneurin auftraten, war zu erwarten, da unter diesen 
Bedingungen im Gegensatz zur gdrenden Torula die Aneurinausbeuten 
aus den Komponenten niedriger liegen. Wie die folgenden Versuchs- 
ergebnisse zeigen, ist dies tatsachlich auch der Fall. 


Versuchsanstellung. 

In iiblicher Weise wurde nach Fink und Krebs die Torula utilis in Glucos 
geziichtet. Die Nahrlésung enthielt auBerdem je 1 ccm der obigen Thia 
und Pyrim.-Lésung, was einer Aneurinmenge von 3370 y stéchiometrisch 
aquivalent ist. Die Erntehefe wurde abgetrennt und ausgewaschen. In det 
vereinigten Gar- und Waschfliissigkeit wurde nun wieder die iibliche Glucose. 
und Nahrsalzmenge gelést und ohne weiteren Thia.- und Pyrim.-Zusatz noch- 
mals geziichtet, worauf sich dann in ebensolcher Weise eine dritte Ziichtung 


anschloB, bei der sich zeigte, daB vollstandige Erschépfung der beim ersten 
mal zugegebenen Thia.- und Pyrim.-Mengen eingetreten war. 


Versuchsergebnisse. 


1. Ziichtung: Stellhefemenge 24,0 g mit 23.58%, Tr.-Sub. Gesamt 
Aneuringehalt 22y/1g Tr.-Sub. Mit der Stellhefe gelangten also 
24,0 -0,2358 - 22 124 y Gesamtaneurin in den Ansatz. Hefeernte 
96,1 g¢ mit 23,90°, Tr.-Sub. Aneuringehalt der Erntehefe 122 y/1 ¢ 
Tr.-Sub., mithin Anreicherung auf 550%. Mehr als 90° lag in Forn 
von Cocarboxylase vor. 


Ausheuteberechnung: Die Hefeernte enthielt also 96,1 - 0,239 - 122 
2804 y: die Ausbeute der Aneurinsynthese betragt also 2804 — 124 
2700 y, d.i. 80°, der Theorie in der 1. Stufe des Erschépfungs- 

versuchs. 


Eine kleinere Ausbeute berechnet sich, wenn man (vgl. 8. 294 
die normale Eigensynthese der Torula, d. h. also das mittlere Ergebnis 
vieler ,,Null‘‘-Ansatze, in Héhe von durchschnittlich 20 y/1 g Tr.-Sub 
beriicksichtigt. Da namlich der Aneuringehalt im Nullversuch in 
Mittel 20 y betraigt, ware die praktische Ausbeute mit 


96,1 - 0,239 - (122 — 20) — 124 = 96,1 - 0,239 - 102 — 124 = 2220 y 
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anstatt 2700 y), d.i. 66°% der Theorie (anstatt 80°.) in der 1. Stufe 
dieses Ersch6pfungsversuchs. 

2. Ziichtung: Stellhefe wie bei der 1. Ziichtung. Es gelangten 
damit ebenfalls 124 y Aneurin in den Ziichtungsansatz. Erntehefe: 
98 2¢ mit 22.98% Tr.-Sub. Aneuringehalt 30 y/1g Tr.-Sub.: also 
nur noch geringe Anreicherung. Ausbeuteberechnung bei der 2. Stufe 
des Erschépfungsversuchs 

a) Ohne Beriicksichtigung der normalen Eigensynthese : 

98,2 -0,2298 - 30 — 124 = 553 y, 

d.i. 16° der Theorie. In der 1. und 2. Stufe zusammen wurden also 
3253 y, d.i. 96° der Theorie, synthetisiert. Hier sieht man also 
sehr deutlich, daB diese Berechnung ohne Beriicksichtigung der Eigen- 
synthese ein falsches Bild ergibt und ergeben mu8; denn wenn man nut 
oft genug hintereinander ziichtet, so mu8 man die theoretische Aus- 
beute, bezogen auf die Zusaétze, nicht nur erreichen, sondern wird sie 
beliebig weit iiberschreiten ; 

b) praktische Ausbeute (mit Beriicksichtigung der normalen Eigen- 
synthese) : 98,2 -0,2298 - (80 — 20) — 124 157 y, d. i. 5°% der Theorie. 

3. Liichtung: Die Erntehefe enthielt nur noch 16 y/1g Tr.-Sub. 
Da eine Anreicherung also nicht mehr stattgefunden hatte, muBb man 
vollkommene Erschépfung der Nahrlésung annehmen. Der Erschép- 
fungsversuch wurde abgebrochen. 


SchluBergebnis. 


Die praktische maximale Ausbeute an Aneurin durch Synthese 
aus den zugesetzten Komponenten (also unter Ausschlu} der normalen 
Figensynthese der Torula) wurde (Erschépfungsversuch) bei der im 
Liiftungsverfahren geziichteten Torula zu 71°, der Theorie bestimmt, 
wobei der tiberwiegende Teil schon in der |. Stufe (66°,, s. 0.) anfallt. 
Das Ergebnis wurde in einer zweiten Versuchsserie (maximale Ausbeute 
68°, der Theorie) bestatigt. Die Biosynthese in der gérenden Torula 
is. [IIa und IIIb) verlauft also rationeller als bei der Ziichtung. 

Eine klare Bestatigung fiir das Auftreten von Verlusten bei der 
Ziichtung ergibt sich aus den Ergebnissen der folgenden Versuchs- 
anstellung, bei welcher jeweils in der nachsten Ziichtung gerade soviel 
an Thiazol und Pyrimidin von neuem zugegeben wurde, als dem in 
der Erntehefe enthaltenen und synthetisierten Aneurin aquivalent war. 
Tritt namlich ein echter Verlust ein, so miiBte unter diesen Umstanden 
die Torula immer weniger im Aneuringehalt angereichert sein: im 
anderen Falle miiBte der Vitamin B,-Gehalt bzw. die prozentuale 
Ausbeute, da die ,.verbrauchte’* Menge immer wieder ergainzt wurde, 
gleich hoch bleiben. 
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1. Ziichtung: wie oben. Die Thiazol- und Pyrimidinzugabe wa: 
3370 y Aneurin st6chiometrisch aquivalent. Stellhefe: 24,0 g: Tr.-Sub 
22,88 °,; Aneuringehalt 29 y/1] g Tr.-Sub. Durch die Stellhefe gelangte; 
also 24.0 - 0.2288 - 29 159 y in den Ziichtungsansatz. Die Erntehefe | 
betrug 92,4 g mit 23,95°, Tr.-Sub.; Aneuringehalt 143 y pro 1 g Tr.-Sub 

Praktische Aneurinausbeute: 92,4 -0,2395 - (143 — 20) 159 

2630 y, d.i. 78°, der Theorie !, 

2. Ziichtung: Zu der Ziichtungs- plus Waschfliissigkeit wurde: 
auBer Glucose und Nahrsalzen noch soviel Thia.- und Pyrim.-Lésung 
zugegeben, wie der obigen praktischen Ausbeute von 2630 y bei der 
1. Ziichtung entsprach, d. h. theoretisch hatte diese Nihrlésung wiederum 
die gleiche Menge, namlich 3370 y, enthalten sollen. Die Stellhefe wa: 
die gleiche wie oben. Die Ernte 2 betrug 95,1 g mit 22,93°, Tr.-Sub 
Aneuringehalt 101 y/1 g Tr.-Sub. 

Praktische Aneurinausbeute: 95,1 - 0.2293 - (101 20) — 159 

1607 y Aneurin, d. i. 48°, der Theorie. 

In der 2. Ziichtung sinkt also sowohl der Anreicherungseffekt (von 
143 y auf 101 y) als auch die Ausbeute (von 2630 y auf 1607 y bzw 
von 78 °,, auf 48°,). Einen ahnlich starken Abfall, der, wie oben erértert 
nur durch einen echten Verlust erklart werden kann, fanden wir bei de: 

5. Ziichtung, bei welcher wir die in der Hefeernte von Ziichtung 2 
enthaltene, aus den Komponenten zusitzlich synthetisierte Menge 
von 1607 yerganzten. Die Stellhefe war die gleiche wie oben. Die Ernte 3 
betrug 965g mit 22.75% Tr.-Sub. Aneuringehalt 60 y rr.-Sub. 

Praktische Ausbeute bei 3: 96,5 - 0.2275 - (60 — 20) 720+ 
Aneurin, d. i. nur noch 21% der Menge, die bei verlustloser Umwandlung 


lg ' 
159 


vorhanden gewesen wire. Fassen wir alle drei Ziichtungen in ¢ine) 

Ausbeuteberechnung zusammen, so ergibt sich: Den Zusétzen von 

3370 y (1) + 2630 y (2) + 1607 y (3) = 7607 y steht eine Gesamt 

ausbeute an zusatzlich aus den Komponenten gebildetem Aneurin von 
2630 y (1) + 1607 y (2) + 720 y (3) == 4957 y, 


d. i. 65°, gegeniiber, womit das Maximum fast erreicht ist, denn ein 
4. anschlieBende Ziichtung ohne neuerlichen Zusatz ergab eine Ernte 
hefe, die pro 1 g Tr.-Sub. nur noch 2 y mehr als die Stellhefe enthie!t 

Die Vitaminisierung der Hefe mittels Angebot der beiden genannten 
Thiazol- und Pyrimidinkomponenten ist also wahrend der Géarung 
und Selbstgirung rationeller durchfiihrbar als wahrend der Ziichtung 
der Hefe im Liiftungsverfahren. Aber auch in diesem relativ un 


' Da die Eigensynthese auch hier mit durchschnittlich 20 y angenommen 
wurde, die Stellhefe aber zufallig 29 y enthalt, fiihrt diese angenahert: 
Ausbeuteberechnung zu einem etwas zu hohen Wert, was aber in diesen 
Zusammenhang nicht stort. 
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Vitamin B,-Gehalt verschiedener Hefen und seine Beeinflussung. VI, 305 


viinstigsten Falle ist die Ausbeute an komplettem Vitamin B,, und zwar 
sogar in dessen phosphorylierter, zelleigener Form als Cocarboxylase, 
besser als bei der chemischen Synthese des Aneurinmolekiils, bei welcher 
es notwendig ist, das obige Pyrimidin-Zwischenprodukt erst noch mit 
H Br-Eisessig zu verestern und dann mit dem Thiazolderivat zu ver- 
kniipfen. Beide zusatzliche Reaktionsstufen sind natiirlich mit mehr 
oder weniger groBen Ausbeuteverlusten verbunden. Daher ist die Ver- 
wendung der genannten Komponenten zur Hefevitaminisierung wesentlich 
vorteilhafter als der Zusatz von komplettem Aneurin, womit, wie wir 
inden vorhergehenden Mitteilungen dieser Reihe zeigten, ebenfalls eine 
Vitamin B,-Anreicherung der Hefen erzielbar ist. Ein weiterer wichtiger 
Schritt zur praktischen Vervollkommnung ware dann getan, wenn dic 
Hefe imstande ware, noch friihere Zwischenprodukte der chemischen 
Svnthese als die oben verwendeten Pyrimidin- und Thiazolderivate 
zur Biosynthese des Aneurins bzw. der Cocarboxylase mit guter End- 
ausbeute zu verwerten. Versuche in dieser Richtung laufen bereits. 
Weniger vom praktischen als vielmehr vom wissenschaftlichen Stand- 
punkt aus interessiert noch die Konstitutionsspezifitat der Biosynthese, 
d.h. also die Frage, ob die Hefe auch homologe oder analoge Aneurine 
zu synthetisieren vermag. Nach den bisher vorliegenden Beobachtungen 
beziiglich der Wuchsstoffwirkung anderer Pyrimidin- und Thiazol- 
derivate (Schopfer, |. c.) zu urteilen, diirfte diese Méglichkeit sehr ein- 
geschrankt realisierbar sein. Deshalb ist es, wie wir in einem Vorversuch 
dieses Komplexes fanden, nicht sehr erstaunlich, daB die Torula 
im Garansatz (vgl. oben) bei gleichzeitiger Zugabe des genannten 
Pyrimidinderivats und des anderen Thiazols IL! an Stelle des ,,richtigen* 
Thiazols | kein mittels der Thiochromreaktion nachweishares Aneurin- 


analoges ergab. 


N—C—CH, N—C—CH, 


H—C C—CH,-CH,OH »-C C—CH,-CHOH-CH,CI 


Ss 
, richtiges**‘ Thiazol I Thiazol II 


Die eingehendere Bearbeitung dieses ganzen Fragenkomplexes, 
zu der fast in jedem Falle Testversuche mit Ratten notwendig sein 
werden, ist im Gange. 

Zusammenfassung. 
Bei gleichzeitigem Angebot von 2-Methyl-4-amino-5-oxymethyl- 


Pyrimidin und 4-Methyl-5-oxithyl-Thiazol synthetisiert die an und 


! Vgl. II. Mitteilung: diese Zeitschr. 309, 1, 1941. 
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fiir sich auxo-autotrophe Torula utilis Aneurin bzw. Aneurinpyrophosphat 
(Cocarboxylase). 

Die Ausbeuten dieser Biosynthese erreichen in garender ode! 
selbstgarender Torula den theoretisch méglichen Betrag; bei Zugalx 
der genannten Komponenten im Zulauf mit der Nahrlésung zur Ziichtung 
im Liiftungsverfahren treten ahnlich wie bei Zugabe kompletten An 
eurins echte Verluste auf, so daB die Ausbeute auf im Mittel etwa 70 
der Theorie absinkt. 

Wie bei der hauptsachlich untersuchten Torula fiihrt die Biosynthes 
aus den Spaltstiicken auch bei Backerhefe, Oidium lactis, Endomyces 
vernalis und Aspergillus oryzae zu einer sehr betrachtlichen Anreicherung 
der Organismen im Vitamin B,- bzw. Cocarboxylasegehalt. Eine Aus. 
nahme machte in diesem Bezug ein Bierhefestamm (aus der Hochschul- 
brauerei): es bleibt noch zu priifen, ob Saccharomyces cerevisiae im al! 
gemeinen zur Synthese unfahig ist. 

Der Anreicherungseffekt bzw. die Synthese ist bei Angebot nur 
einer einzigen Komponente entweder relativ gering (Thiazol allein 
oder bleibt gianzlich aus (Pvrimidin allein). 
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Untersuchungen iiber die Thrombokinase des Blutes. 
Von 
F. Widenbauer und Ch. Reichel. 
(Aus der Gaukinderklinik Posen.) 


(Eingegangen am 30. Dezember 1911.) 


Die von Lenggenhager mitgeteilten ..Neuen Tatsachen der Blut- 
verinnungslehre** schienen uns wichtig genug, naher als das_bisher 
yeschehen ist auf sie einzugehen. Lenggenhager gebraucht statt Throm- 
bokinase die Bezeichnung ,, Thrombokinin* (vgl. die Kritik von Wéhlisch) 
und nimmt an, da dieses im strémenden Blut als inaktive Vorstufe, 
..Prothrombokinin‘“*, vorkommt. Er stiitzt sich dabei auf die folgenden 
Versuche, die wir bestatigen kénnen. 


Plattchenfreies Citratplasma wird mit der gleichen Menge dest. Wassers 
und mit n/10 HCl bis zur maximalen Triibung versetzt. Hierbei entsteht 
eine Fallung, Prothrombokinin. Nach Entfernung derselben, Neutralisieren 
und Caleiumchloridzusatz gerinnt dieses Plasma nicht mehr, da das Pro- 
thrombokinin, aus welchem Thrombokinin entstehen soll, entfernt worden 
ist. Gerinnung tritt ein nach Zusatz von Schilddriisenextrakt, oder, wie wir 
fanden, von Herz-, Lungen-, Gehirnextrakt oder einer L6sung unseres schon 
friiher beschriebenen (Widenbauer und Reichel) aus Serum hergestellten 
Thrombokinasepraparates. 

Wird das wie oben behandelte Citratplasma weiter auf das 20fache 
mit dest. Wasser verdiinnt und dann CO, eingeleitet, so tritt eine Fallung 
auf, die nach Lenggenhager ,,alle zur Spontangerinnung nétigen Faktoren 
enthalt‘t. Diese Angabe ist insofern etwas ungenau gefaBt, als Lenggenhager 
zu der Auflésung dieses Niederschlages in physiologischer Kochsalzlésung 
noch Caleiumchlorid hinzugibt, um Gerinnung zu erreichen. Wir fanden, 
daB tatsachlich, auch schon ohne Calciumchloridzusatz, Fibrinabscheidung 
in der Auflésung dieses Niederschlages in physiologischer Kochsalzlésung, 
manchmal allerdings erst nach einigen Stunden, eintritt. Weiter stellten 
wir fest, daB auch nach vorherigem Auswaschen dieses Euglobulinnieder- 
schlages mit dest. Wasser bis zur Calciumfreiheit des Waschwassers, in der 
Auflésung dieses Niederschlages in physiologischer Kochsalzlésung nach 
einiger Zeit Spontangerinnung eintritt. Es hatten sich Fibrin und Throm- 
bin! gebildet. Waren hier vielleicht keine Calecitumionen zur Thrombin- 
bildung nétig? Nein, denn die Lésung enthalt nun wieder Calciumionen; 
mit Ammoniumoxalat entsteht ein deutlicher Niederschlag von Calcium- 
oxalat. Die Caleiumionen wurden von dem an Eiweif gebundenen Calcium 
geliefert. Wir werden auf diese Verhaltnisse spater naher eingehen. 


Lenggenhager schlieBt aus seinen Versuchen, daf es durch vorsichtige 
Globulinfallung gelingt, das in plattchenfreiem Citratplasma_vor- 


1 Thrombinnachweis: 0,4 cem Oxalatplasma + 0,1 cem dieser Lésung 
gerinnen nach 5 Minuten. 
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kommende_ ,.Prothrombokinin*’* aus unwirksamen Vorstufen zu mobi! 
sieren. 

Wir gingen noch einen Schritt weiter und stellten auch aus Serun 
durch Dialyse, Verdiinnung und CQ,-Einleiten eine Globulinfallung mit 
Thrombokinaseeigenschaften her. 

Gerinnungsversuch: 0,1ecem Thrombokinaselésung (vom Menschen 

0,leem thrombinfreies Rinderserum + 0,1 cem CaCl,-Lésung werde: 
10 Minuten bei 38° inkubiert, sodann 0,1 cem Natriumcitratlésung + 0.1 cen 
Citratplasma zugefiigt. Gerinnung nach 160 Sekunden. Im dazugehdérige: 
Kontrollversuch wurde genau so verfahren, nur wurde die Natriumceitrat 
lésung von Anfang an zugegeben. Es trat keine Gerinnung ein. 

Gerinnungsversuch: 0,1 cem Oxalatplasma + 0,1 eem Thrombokinase- 
losung + 0,1 cem Caleiumchloridlésung: Gerinnungszeit 20 Sekunden. Kon 
trollversuch statt Thrombokinaselésung 0,1 cem physiol. NaCl-Lésung 
Gerinnungszeit 65 Sekunden. 

Ebenso wurde, wie schon erwahnt, das durch Caléiumchloridzusatz 
nicht mehr gerinnende salzsiurebehandelte Citratplasma mit dieser 
Kinase wieder zur Gerinnung gebracht. 


Hieraus folgt mit groBer Beweiskraft, da es sich um Serum als 
Ausgangsmaterial handelt, zweierlei: 1. Die Blutfliissigkeit enthalt 
Thrombokinase in einer inaktiven Vorstufe vorgebildet. Sie kann 
aktiviert werden. 2. Die Thrombozyten sind, wenn tiberhaupt, so doch 
nicht die einzige und hauptsachlichste Thrombokinasequelle. 


Prothrombin kann aus dem Plasma durch Adsorption an Calcium. 
tripelphosphat entfernt werden. Lenggenhager behandelte Citratplasma 
drei- bis viermal mit Calciumtripelphosphat zur Prothrombinentfernung 
Auf Zusatz von CaCl, oder CaCl, + Thrombokinin tritt keine Gerinnung 
mehr ein. Die nach Verdiinnen und COQ,-Einleiten erhaltene Fallung 


zeigte nach Lenggenhager mit Calciumchlorid wieder Gerinnung. Lenggen- 
hager schlieBt daraus, daB sich nicht nur Prothrombokinin, sondern 
auch Prothrombin erneut aus latenten Vorstufen gebildet hat. Das 
ist jedoch nach unseren Erfahrungen nicht der Fall. 


Prothrombin wurde aus Citratplasma durch sechsmalige griindlicly 
Caleiumtripelphosphatbehandlung vollstandig entfernt. Eine nur viermalige 
Adsorption geniigte hierzu nicht. Nach Zusatz von CaCl, oder CaC! 
‘- Gehirnextrakt trat auch nach Stunden keine Gerinnung ein. Die Aut- 
lésung (in physiol. Kochsalzlésung) der nach Verdiinnen und CO,-Einleiten 
erhaltenen Fallung zeigte nach Zusatz von CaCl, + Gehirnextrakt keine 
Gerinnung. Gerinnung trat erst ein bei Zusatz von Prothrombin, in Forn 
von 0,1 eem thrombinfreiem Rinderserum, nach nur 49 Sekunden. Darau- 
folgt, daB bei dem angegebenen Verfahren der Globulinfallung Prothrombin. 
entgegen Lenggenhager, nicht neugebildet wird. Weiter folgt, daB sich auch 
aus prothrombinfreiem Plasma eine hoch wirksame prothrombinfreie 
Thrombokinase darstellen laBt. 
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Die von uns aus Serum dargestellte Globulinfallung enthalt neben 
einer als Thrombokinase wirksamen Substanz, die nur in verdiinnter Salz- 
lésung léslich ist, in Spuren einen als Thrombokinase unwirksamen, in 
dest. Wasser léslichen Anteil, sowie Prothrombin und Thrombin. Der Ge- 
halt an Thrombin wechselt je nach dem Ausgangsmaterial (Oxalatplasma 
ohne Calciumchloridzusatz gerinnt mit der Lésung innerhalb von 
50 Sekunden bis 36 Stunden!). Woher stammt dieses Thrombin ’ 
DaB es sich hierbei nicht um wahrend des Arbeitsvorganges neu ent- 
standenes Thrombin, sondern um das bereits im Serum vorliegende 
handelt, zeigen die folgenden Ausfiihrungen. 

Aus menschlichem Serum hergestellte Thrombokinase ist thrombinarm 
bzw. -frei, wahrend das aus Rinderserum hergestellte thrombinreicher ist. 
Dazwischen liegen Praparate aus Schweine- und Pferdeserum. Aus linger- 
gestandenem Menschenserum, das dann seinen Thrombingehalt verloren 
hat, hergestellte Kinase ist thrombinfrei. Bei Rinderserum, das seine 
letzten Thrombinreste nur langsam verliert, gelingt es nicht, ganz thrombin- 
freie Praparate herzustellen. Die aus prothrombinbefreitem Citratplasma 
dargestellte Kinase ist prothrombin- und thrombinfrei. Auch bei Abwesen- 
heit von Calciumionen lat sich aus Serum thrombinhaltige Kinase dar- 
stellen. Das weist eindeutig darauf hin, daB es sich hierbei nicht um neu 
gebildetes oder aus Metathrombin entstandenes Thrombin handelt. 

Bei der Bildung der Thrombokinase (aus Serum) ist die Anwesenheit 
von Calciumionen nicht erforderlich. 

Menschliches Serum, das kein Thrombin mehr aufwies, wurde mit 
iiberschiissigem Ammoniumoxalat (4,5 g°%) versetzt. Der Calciumoxalat- 
niederschlag wurde nach 24stiindigem Stehen abzentrifugiert, dann wurde 
gegen destilliertes Wasser dialysiert, verdiinnt und CO, eingeleitet. Der 
Niederschlag war als Thrombokinase sehr gut wirksam. Die Asche desselben 
war reich an CaO. Demnach besitzen die bei dieser Darstellungsmethode 
ausfallenden EiweiBkérper einen betrachtlichen Gehalt an fest gebundenem 
Caleium. 

Uber die Hitzestabilitat dieser Thrombokinase kénnen wir noch 
keine endgiiltigen Angaben machen, sie scheint relativ groB zu sein. 
Die Wirksamkeit nimmt allerdings mit der Lange der Erhitzung und 
der Héhe der Temperatur ab; es kann aber nicht entschieden werden, 
ob es sich dabei um eine Hitzezerst6rung oder nur um eine Mitfallung 
der wirksamen Substanz durch ausfallende denaturierte EiweiBkérper 
handelt. 

Wie der eine von uns (Widenhauer) bereits mitgeteilt hat. beruht 
die Thrombokinasewirkung wahrscheinlich nicht auf einer Lipoid- 


komponente, denn durch Alkohol-Ather- und Petrolitherextraktion in 


! Ob es sich bei dieser spaten Gerinnung nach vielen Stunden noch um 
eine auf einen geringen Thrombingehalt des Ausgangsmaterials zuriick- 
zufiihrende handelt, scheint unwahrscheinlich. Man kénnte auch an eine 
Thrombinneubildung denken. 
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der Warme tritt weder eine Abnahme der Wirksamkeit auf, noch besitzt 
der Lipoidextrakt Gerinnungsaktivitéat. Extraktionsversuche wurden 
sowohl mit dem feuchten als auch wasserfrei getrockneten Praparat 
angestellt. Es handelt sich bei der Thrombokinase des Blutes also 
wahrscheinlich um ein Globulin. 


Zusammenfassung. 


Aus Citratplasma und Blutserum von Mensch, Rind, Pferd und 
Schwein kénnen Globuline mit Thrombokinasewirksamkeit hergestellt 


werden. Blutplasma und Blutserum enthalten Thrombokinase in einer 


inaktiven Vorstufe. Die Blutplattchen sind, wenn tiberhaupt, so doch 
nicht die einzige und hauptsachliche Thrombokinasequelle. 
Entgegen den Befunden von Lenggenhager konnte Prothrombin 
nicht auf dieselbe Weise aus inaktiven Vorstufen mobilisiert werden. 
Andere diesbeziigliche Angaben Lenggenhagers konnten bestatigt 
bzw. ergainzt werden. 


Literatur. 


K. Lenggenhager, Helv. med. Acta 7, 262, 1940; PF. Widenbauer u. 
Ch. Reichel, Klin. Wochenschr. 1941, II, 1129; F. Widenbauer, Zentralbl. f. 
inn. Med., im Druck; E. Wéhlisch, Ergebn. Physiol. 58, 189, 1940. 











\-—- ae ie 2 


1 


ny 





itzt 
len 
rat 


Iso 


ind 
ellt 


ner 


och 


bin 
en. 
‘igt 








Ein bisher nicht erfaBter radioaktiver Bestandteil 
der Hefe. 
Von 
Josef Hoffmann. 


(Aus dem Institut fiir Chem.-Technologie anorganischer Stoffe der 
Technischen Hochschule in Wien.) 


(Eingegangen am 31, Dezember 1941.) 


Radioaktive Elemente lebender Koérper; die Elemente der Hefeasche. 

Stoklasa' untersuchte den Einflu8 der Radioaktivitaét auf Pflanzen 
und Tiere und kam zur Uberzeugung, die starke Radioaktivitat der 
einst allmahlich kalter werdenden Erde hatte den Aufbau der Kohlen- 
hydrate und EiweiBstoffe erméglicht. Nach ihm enthielten alle Lebe- 
wesen auBer Phosphor und Kalium stets Radium- und Thoriumspuren. 

Die Zusammensetzung? der Hefeasche wird, je nach der Art, ver- 
schieden angegeben: stets itberwiegen gegeniiber den anderen Bestand- 
teilen Phosphor (bis 54,7°4) und Kalium (bis 395°) 3. 


1 J. Stoklasa u. Penkava, Biologie des Radiums und Urans. Berlin, 
Parey, 1932; H. Tschelnitz, Strahlen um uns. Leipzig-Wien, Rohrer, 1938. - 
? Lafar, Handbuch d. Mykologie Jena, Fischer, 1907, 4. B, 83. 35% der 
K-Atome sind radioaktiv; sie senden ahnlich den Rb-Atomen Elektronen 
(8-Strahlen) und elektromagnetische Strahlen (y-) aus. Schmalert man das 
natiirliche K-Depot der Frischherzen durch kaliumfreie Ringerlésung (eine 
dem Blutserum ahnliche Lésung von NaCl, KCl] und CaCl), so stellen sie ihre 
Funktion ein, beginnen jedoch wieder zu schlagen, wird ihnen der K-Verlust 
ersetzt (Zwaardemaker, Pfliigers Arch. 169, 122, 1917). Nach Zwaardemaker u. 
Feenstra (Akad. d. Wissensch., Amsterdam 34, 573, 1925) geniigt der Ersatz 
durch andere radioaktive Atome, falls sie die gleiche Zahl an Teilehen 
aussenden. Auch unmittelbare Bestrahlung (Mesothorium, Polonium) fiihrte 
zum Ziel. Nach Hamburger (H. J. Hamburger, diese Zeitschr. 139, 509, 1923) 
kann allerdings das K der Spiilfliissigkeit dann fehlen, wenn ihr Gehalt an 
Ca, H, NaCl und NaHCO, mit dem des Ca-Alkalis der Blutfliissigkeit des 
Versuchstieres tibereinstimmt. Erganzt sei, daB Aschen verschiedener Lebe- 
wesen 30 bis 60° K enthalten. Da ein Teil radioaktiv ist, miissen lebende 
Kérper radioaktiven FEinfliissen unterliegen. Beispiele: Zuckerriiben 
(Trockengewicht 160g) 1—2g K, Rind (8q) 456g K, Mensch durch- 
schnittlich 60 g K. Es unterliegen infolge des K-Zerfalls: Riibe 800 B/sec, 
Stier 208,760 B/sec und Mensch etwa 27,600 8/see (J. Stoklasa u. J. Pen- 
kava'), Da 1 Elektron/see das Herz im Gang erhalt, bei K-Ersatz durch 
andere radioaktive Atome «-Strahlen (He) unzihlige Atome in Gang 
gesetzt werden (1 He” etwa 10° Atome!), so muB radioaktiven Elementen 
gegeniiber anderen wichtigen Spurenelementen doch eine Ausnahme- 
stellang zugebilligt werden. 


21* 
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Der Verfasser! bewies durch zahlreiche Stichproben, da®B Uran in, 
Mineralreich iiberall in erfaBbaren Mengen vorhanden ist, und konnte 
auch bei willkiirlich gewahlten Wasser- und Landpflanzen, im tierische), 
und menschlichen Organismus Uran erfassen. Die Frage war noch, 
unbeantwortet, ob es auch in chlorophyllosen pflanzlichen Organismen 
nachweisbar ist. Es wurden als die am leichtesten zugadnglichen Mate 
rialien SproBpilze gewahlt. 


Das Versuchsmaterial. 

Von Frau Professor Dr. Marga Janke wurde aus den Bestanden 
des Biologischen Institutes der Technischen Hochschule in Wien das 
erforderliche, bei 45° entwasserte reine Material an Wiener Backerhefe 
zur Verfiigung gestellt. Die gelbliche kriimelige Substanz fluoreszierte 
im Ultraviolett weiBlich bis reinweiB; nur ganz vereinzelte Stellen 
lieBen ein schwaches, gelbliches Aufleuchten feststellen, 


Die Gewinnung der Hefeasche. 


Materialien, die optisch auf Uran untersucht werden sollen, miissen 
frei von Kohlerelikten sein. Infolge des hohen Phosphorgehalts der 
Hefe schied Platin als Tiegelmaterial aus, weil die durch die organischen 
Substanzen frei werdenden Phosphordimpfe das Metall legiert hatten 
Da nach vorgenommenen Vorversuchen nicht nur Quarzglas, sondern 
auch alle erprobten Porzellantiegel, die sich insgesamt als uranhaltiy 
erwiesen, ausgeschaltet werden muBten, weil sie bei Wei®glut korro- 
dierten, wurde folgender Weg eingeschlagen: 

Die 24 Stunden bei 200° getrocknete Hefe wurde von Zeit zu Zeit ver- 
riihrt und beim Verbacken zerkleinert. AnschlieBend war bis 400° erhitzt 
worden. Da sich das Veraschen gréBerer Mengen in einem Muffelofen 
bis zur Weibglut als unpraktisch erwies, wobei unglasiertes Porzellan 
stark angegriffen und die Asche auch nach 18 Stunden nicht kohlefre: 
wurde, waren nur bei 406° vorbehandelte Proben in kleinen Mengen in 


1 J. Hoffmann, Uran, Ak. Ber. Wien Ila, 144, 6. Heft, 1939. Radium 
Uranverhialtnis, Karlsbader Thermen, Akad. Anz. Nr. 18, M.N. Ki. 14, 
Dez. 1939; Sprechsaal 78, Nr. 18, 153, 1940; Naturwiss. 28, 533, 1940: 
Zentralbl. f. Min. Abt. A, Nr. 2, 31, 1941; Ak. Ber. Wien ITb, 149, 3, 103. 
1940; Karlsb. Thermen, Balneologe 7, 353, 1940; Ak. Ber. Wien ITb, 150, 
12, 1941: Arch. f. Pharm., Ber. d. Deutsch. pharm. Ges. Nr. 924, 29, 1941 
Naturwiss. 29, 403, 1941; Ak. Ber. Wien IIb, 150, 2.—10. Heft, 112, 1941: 
Uran in Sii®Bwassern und deren Sedimenten, Chem. d. Erde 1941, im Druck: 
Uran im pflanzlichen Organismus, Reichsforschungsdienst, im Druck; Ura! 
im tierisechen Organismus, Tierarztl. Monatsschr., im Druck; Uran in 
menschlichen Organismus, Klin. Wochenschr. Wien, im Druck; Thorium 1 
Karlsbader Sprudelsalz, Balneologe, im Druck; Uran in Milz und Leber. 
Zeitschr. f. physiol. Chem., im Druck; diese Zeitschr. 311, 247, 1942; Uran 
im Porzellan und Quarzglas, Sprechsaal, im Druck. 
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einem Alsint-Tiegel, Haldenwanger, bis 800° vergliiht worden, wobei 
das fliissige Probematerial den Tiegel nicht angriff. Weil der Gliih- 
riickstand hierbei nicht véllig verkohlte, wurde das Entkohlen bei 
Geblasetemperaturen vorgenommen. Da hierzu tagelaages Verglithen 
notig war, wurde spaterhin auf die Bestimmung des Aschengewichts 
verzichtet, die noch nicht restlos entkohlte Substanz gelést und die 
Kohlenriickstinde gesondert verascht. Die kohlefreie Glithsubstanz 
war keine Asche im gewohnlichen Sinne, sondern ein Glas. 
QJualitativ nachweisbare Metallspuren. 

Die Kieselsiureabscheidung war dadurch erschwert, da die Ein- 
dampfungsriickstande einerseits nicht héher als 110° erhitzt werden 
durften, andererseits bei 100° nicht trocken erhalten werden konnten. 
Die Abscheidung muBte deshalb viermal wiederholt werden. Im Filtrat 
der Kieselsiureabscheidung wurde mit Schwefelwasserstoff ein dunkel- 
brauner Niederschlag erhalten, in dem nachweisbar waren: 

Kupfer. Die schwach ammoniakalische Lésung gab mit Dithizon- 
Tetrachlorkohlenstoff den Farbenumschlag von griin nach gelb. 

Arsen. Die mit je einem Tropfen NH, und H.O. versetzte, mit 
yesattigter MgC!,-Lésung eingedampfte, vergliihte Probe ergab mit 
2 Tropfen SnCl, den braunen As-Niederschlag. 

(Kontrolle: As H, +- Au Cl, ... blaurotes Au). 

Die Flammenreaktion (sogenannter- Zinnwasserstoff) des Zinns, 
die Reaktionen auf Silber, Quecksi!ber und Wismut (Diphenylcarbazon) 
fielen negativ aus. 

Mangan. Bei der quantitativen Bestimmung des Urans waren 
noch geringe Manganmengen vorhanden, welche eine blaue Farbung 
ergaben, die zu 0,25 y Mn 25mg NaF-Glas schatzbar war!. (Ent- 
farbung durch ein 2 Sekunden andauerndes Reduktionsverfahren, 
somit die Lichtstarke der U-Fluoreszenz nicht beeinflussend.) Der 
gesamte Mn-Gehalt (241 g¢ Lebendhefe) liegt bei bzw. iiber 2.5 - 10-4 g¢ Mn. 


Die quantitative Analyse. die Isolierung des Urans. 

Wie aus den qualitativen Ergebnissen hervorgeht, wurde der 
Analysengang so gewahlt, daB die Fallung der sogenannten Sesqui- 
oxydehydrate durch Kieselsiure oder unerwiinschte farbige Lonen nicht 
gest6rt werden konnte. Da hierzu auch organische Sauren gehéren, 
war schon der Reingewinnung der Asche besondere Aufmerksamkeit 
mteil geworden. Als erschwerend machte sich die Diskrepanz der 
durch Ammoniak fallbaren Elemente, wie Fe, Al, Mn usw. und der 
vorhandenen Phosphorsdureionen geltend, zumal hierbei jedes zur 


' J. Hoffmann, Sprechsaal 74, Nr. 15, 1, 1941. 
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Fallung benutzte Mittel nur mit Miihe restlos wieder entfernt werde; 
kann. 

Die Ammoniakgruppe wird im vorliegenden Falle hauptséchlich 
durch einen Eisengehalt der Hefe von wechselnden Mengen von 0.6 bis 
0,0006 °, reprasentiert. 

Zur Entfernung der Phosphationen wurde die H.S- und Cl’-frei: 





nur maBig salpetersaure Probelésung mit uranfreiem Blattzinn derart 
versetzt, daB in die siedende Fliissigkeit nach und nach die gegeniibe: 
den Phosphatmengen berechnete Metal!menge eingetragen wurd 
wodurch nach Oxydation zu Metaphosphorsiéure Metazinnsaure 
Phosphorséureadsorbate gebildet werden konnten. Das Reaktions 
gemisch wurde anschlieBend wiederholt im Wasserbade eingedampft 
wieder aufgenommen, schlieBlich der bleibende Niederschlag abgesaugt 
und griindlichst gewaschen. Das in Lésung verbliebene Zinn muBbt 
mit Schwefelwasserstoff wiederholt ausgefallt werden. Das Filtrat wurd: 





zur Zerstérung allfalliger Spuren organischer Saéure langandauernd 
nur mit Salpetersiure oxydiert, wobei noch eine geringe Zinnspur 
ausfiel. Nach Zugabe hinreichender Mengen von Ammonsalzen wurde 
mit frisch hergestelltem CO,-freiem Ammoniak bis knapp iiber den 
Neutralisationspunkt versetzt, die Probe zum Sieden erhitzt (Zerstérung 
allfalliger CO,-Spuren, die durch die Luft Eingang fanden), rasch 
filtriert und der Niederschlag mit 5°,iger Ammoniumnitratlésung und 
anschlieBend mit siedendem Wasser gewaschen. Da noch Uranspuren 
unerfaBt blieben, wurden zwei Nachfillungen vorgenommen, a) eine. 
wie eben beschrieben und b) die zweite unter Zusatz von Ferrichlorid p. a.. 
das einer doppelten Urantrennung unterworfen worden war. Der 
kiinstliche Eisenzusatz erméglichte den noch nichf erfaBten Uranspuren 
ein giinstiges Adsorbieren an der verhaltnismaBig groBen Ferrihydrat 
oberflache und wirkte somit als MitreiBmittel, ahnlich wie bei Thorium 
Die erhaltenen bisherigen Niederschlage muBten nochmals gelést und 
umgefillt werden. In den gereinigten Niederschlagen erfolgte dic 
Urantrennung wieder in zweifacher Weise: a) durch Fallung mit ge 
wohnlichem analytischem Ammoniak in Gegenwart von Ammonium 
carbonat, einschlieBlich einer Nachfallung, und b) die Umfallungen 
durch Ammoniumearbonat allein. Die gesammelten Filtrate enthalten 
das Uran als Ammoniumuranylearbonat. Nach Eindampfen de! 





Lésungen in Platin und dem Vergleichen der Ammonsalze erschien 
die Schale blank und leer, ohne Gewichtszunahme. 

Zur Ablésung allenfalls an den Platinwanden haftender Uran 
spuren wurde eine genau gewogene Menge Natriumfluorid eingebracht 
mit Wasser versetzt und eingedampft. Nach gelindem Vergliihen des 
Schaleninhalts wurde er quantitativ mit einem reinsten Pinsel herau- 
genommen und in Achat 30 Minuten lang verrieben. 
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Die optische Ermittlung der isolierten Uranmenge. 


Literatur. E.L. Nichols u. M. Slattery! stellten fest, daB mit Uran 
vermengte Salze, wie Borax, Phosphorsalz, Aikali- und Erdalkalifluoride, 
von Ultraviolett angeregt, auffallig leuchten. Das besonders giinstige 
Leuchtvermégen des mit Uran aktivierten Natriumfluorids benutzte F. Her- 
negger u. Berta Karlik*, wm hierauf ein Verfahren zur quantitativen 
Bestimmung auszubauen. Zur Herstellung méglichst gleichgroBer und 
gleichdicker Glaser wurde eine Mikropastillenpresse benutzt, die gestattete, 
Glaser mit einer Abweichung von 5°) herzustellen. Zur Erregung der 
Fluoreszenz war eine Quecksilberlampe mit Woodschem Filter verwendet 
worden (220 Volt), wobei die Spannung weniger‘als um 1°/5) sechwankte. 
Mit einem Spektrographen wurde eine Reihe von Perlen aufgenommen, 
deren U-Gehalt um eine GréBenordnung verschieden war. Die Belichtungs- 
zeiten standen im umgekehrten Verhaltnis zum U-Gehalt, wie 10-%g U, 
1000 sec; 10-8, 100 sec; 10-7, 10 sec, wobei die gleichen Schwarzungen ein- 
traten. Es konnte somit innerhalb 10-* bis 10-*g U eine Perle verschieden 
lange belichtet werden. Zur Auswertung wurde die Schwarzung der kraftig- 
sten Bande gemessen und ihre Starke durch Einschaltung auf den gerad- 
linigen Kurventeil ermittelt. Mit dieser sehr genauen Methode wurde der 
Urangehalt der Meere und der von Kalken und Dolomit* bestimmt. 


J. Hoffmann zeigte, daB die optische Ermitt!ung des Urans auch 
bei kompliziert zusammengesetzten Stoffen verwert bar ist, und benutzte 
sie bei den verschiedensten Versuchsobjekten. Stelit man sich Ver- 
gleichsglaser von 10-6 bis 10-° g U einschlieBlich einiger der zwischen 
der ganzen GréBenordnungen gelegenen Konzentrationen her, so kann 
man unter Zuhilfenahme einer lichtstarken Analysenlampe nicht nur 
die vollen GréBenordnungen, sondern auch dazwischenliegende Werte 
erkennen. Oberhalb 10-°g U empfiehlt sich eine fluoreszenzmikro- 
skopische Entscheidung unter Zuhilfenahme des Haitingerschen Flu- 
oreszenzmikroskops*, da bis zu 5 - 10-' auBer der griinen Bande auch 
noch andere ausgeprigt vorliegen. Bei GréBenordnungen unterhalb 
5-10-19g U kann der Grad der Bandenauspragung Anhaltspunkte fiir 


| E. L. Nichols u. Mabel Kk. Slattery, J. Opt. Soc. Amer. 12, 449, 


1926. 2 F. Hernegger u. B. Karlik, Ak. Ber. Wien Ila, 144, 6. Heft. 
1934. 3 Ilse Lahner, ebenda Ila, 148, 3, 4. Heft, 1939. ' Max Hai 


tinger, Fluoreszenzmikroskop, Mikrochem. 9, 20 u. 10, 430, 1931; Die 
Eisenbogenlampe funktioniert nur gut bei Gleichstrom; sie wurde daher 
durch die Hg-Hochdrucklampe ersetzt, die sowohl fiir Gleich- als Wechsel 
strom nach Vorschaltung eines Zwischengerites geeignet ist (LuxUV 
u. LuxUW. d. Fa. C. Reichert, Wien). Sie liefert ein Ultraviolett von nahezu 
der gleichen Flichenhelligkeit wie die Fe-Bogenlampe, ist aber einfacher 
zu bedienen und entwickelt keine unangenehmen Diampfe wie die Fe-Bogen- 
lampe. Vgl. ferner M. Haitinger, Sonderanwendung der mikrochemischen 
Fluoreszenzanalyse, Scientia Pharm. Mon. Beil. Pharm. Presse, Juni 1936 
(1/13), sowie Chem.-techn. Untersuchungen, Erganzungsw., 8. Aufl., J. 
d’Ans, Fluoreszenzanalyse. Als Beispiel seiner vielfaltigen Verwendbarkeit : 
M. Haitinger u. R. Hofstdtter, Zentralbl. f. Gynakol. 65, 1183, 1941. 
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weitere Schaitzungen geben, doch gestattet das Haitingersche Flu- 
oreszenzmikroskop auch photographische Aufnahmen gegeniiber Ver- 
gleichsperlen. . 

Der qualitative Nachweis in der Wiener Bickerhefe. 

Benutzte Mengen: Lebendhefe: 241 g:; zur Aktivierung der isolierten 
Uranspur benutzte NaF-Menge: 1,0000 g. 

Saimtliche aus der aktivierten Fluoridmenge hergestellten Glaser 
zeigten, von Ultraviolett angeregt, eine gelbe Fluoreszenz!. DaB diese 
nicht durch die ahnliche Fluoreszenz des Niobs verursacht wurde 
konnte dadurch erwiesen werden, daf sie simtliche vier Uranylbanden 
626, 602, 577 und 555 my ausgezeichnet ausgepragt zeigte, wodurch 
Uranspuren in der Hefe sichergestellt sind. 


Quantitative Bestimmung der Uranmenge in der gleichen Probe 
(Alsint-Tiegel ). 

Die benutzte Hefe, bei 45° entwassert, entsprechend 241 g Lebend- 
hefe; 10000g NaF. Probe- und Vergleichgliser durchschnittlich 
0.025 ¢ NaF. 

Normal erfaBte Uranmenge: Die Fluoreszenzstarke entsprach 
genau 10-8 ¢ U/0,025 g NaF-Glas. 

Die durch MitreiBen erfaBten Uranmengen ergaben eine Lichtstarke, 
die etwas starker war, als die des Vergleichsglases, 1 - 10~® g/0,025 g NaF, 
und die nahe der Leuchtstarke 2,5-10-%g U/0,025¢ NaF zu liegen 
schien, so daB 2 - 10-9 in Rechnung gesetzt werden konnte. 

Es sind somit erfaBt worden: 40 -10-8 — 40-2-lo-%g U/241¢ 
Hefe = 1,98-10-%q Ug Hefe 1,98 -10-7% UV. 


Zusammenfassung. 

» Bei der Untersuchung von Wiener Backerhefe aus dem Biologischen 
Institut der Technischen Hochschule in Wien war feststellbar: Asche 
mit Kohlespuren: 0,578 %. 

Qualitativ nachgewiesene Spurenelemente ohne Stérung des analyti- 
schen Weges der Uranerfassung: Kupfer, Arsen und Mangan. Chemisch- 
analytisch-optisch ermittelt: 1,98 -10-7°, U. 


Uranspuren sind somit keinesfalls nur an chlorophy!lhaltige Pflanzen 
vebunden. 


1 Vgl. hierzu: Gmelin, Handb. d. anorg. Chem. Syst Nr. 55, Verlag 
Chemie, 1936, 8S. 69. Der Nachweis von Uran durch Ultraviolett ist sehr 
scharf, aber nicht eindeutig (Ch. Ripert D’ Alanzier, F. P. 667671, 1928) 
Chem. Centralbl. 1980, TI, 3828. Photolumineszenz: Spuren von U akti- 
vierten KF und NaF nach dem Zusammenschmelzen. Anregung durch 
einen kondensierten Fe-Bogen ohne Filter: Fluoreszenz gelb. Bei Ver- 
wendung von NaF stért Va (J. Papisch u. L. Hoag, Pr. nat. Acad. Washing- 


ton 13, 726, 1927) 
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Methode zur Bestimmung 
kleiner und kleinster Mengen von Biotin 
in tierischen und pflanzlichen Substanzen. 

Von 

Niels Nielsen und Vagn Hartelius. 

(Aus dem Cabtihees: Katesaciiialaine Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 15, Dezember 19141.) 


Die Verfasser (Nielsen und Hartelius 1941) haben kiirzlich tiber 
eine Methode zur biologischen Bestimmung kleiner Mengen von §-Alanin 
berichtet, die auf folgendem Prinzip beruht: das Praparat, dessen 
Gehalt an #-Alanin gemessen werden soll, wird in zunehmender Menge 
zwei parallelen Reihen von Hefenahrlésung zugesetzt, von denen die 
eine die optimale Menge f-Alanin, die andere dagegen keinen Zusatz 
von f-Alanin erhalt. Die zu untersuchenden Praparate enthalten 
nimlich auBer f-Alanin auch noch andere Wuchsstoffe, so daB nur ein 
Teil der wachstumsférderden Wirkung des Praparats auf Hefe auf 
seinen Gehalt an f§-Alanin zuriickzufiihren ist. Durch Vergleich der 
beiden Versuchsreihen wird diese Fehlerquelle indessen ausgeglichen. 
In der einen Reihe bleibt namlich der Gehalt des Praparats an f-Alanin 
ohne EinfluB, da sie im voraus die optimale Menge enthalt: in der 
anderen Reihe wirkt dagegen der #-Alaningehalt des Praparats wachs- 
tumsférdernd; die Wirkung der iibrigen Wuchsstoffe des Praparats 
ist jedoch in beiden Reihen ganz dieselbe. Zu Beginn wird bei geringem 
Zusatz des Priparats das Wachstum in der Reihe am kraftigsten sein, 
in der die Nahrlésung die optima!e Menge /-Alanin enthalt: sobald 
man jedoch so viel von dem Praparat zusetzt, daB damit #-Alanin in 
optimaler Menge zugefiihrt wird, wird das Wachstum in beiden Reihen 
gleich gut. Daman indessen genau bestimmen kann, wieviel #-Alanin zu 
optimaler Wirkung erforderlich ist, so erfahrt man also hierdurch, wie- 
viel 6-Alanin die betreffende Menge dos Praparats enthalt. Mit dieser 
Methode wurde der Gehalt an #-Alanin in einer Reihe tierischer und 
pflanzlicher Substanzen bestimmt, und zwar in Blut, Mileh, Urin, 
Bierwiirze, Pflanzenextrakten usw.: es zeigte sich, daB sich der Ge- 
halt an p-Alanin mit einer Genauigkeit von etwa 25°, bestimmen 
laBt, selbst wenn das f-Alanin nur 1/6 - 10° der Trockensubstanz betragt. 

Wir haben nun eine ahnliche Methode zur Bestimmung von Biotin 
ausgearbeitet. Messungen des Biotingehalts wurden schon friiher aus- 
gefithrt (Kégl und Ténnis 1936, Kégl und +. Hasselt 1936). Diese 
Messungen erfolgten durch direkte Bestimmung der wachstums- 
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fordernden Wirkung der betreffenden Praparate und mufSBten dahe: 
zu groBe Biotinwerte ergeben: das Wachstum wird ja nicht allei) 
durch den Gehalt des Praparats an Biotin, sondern auch durch seinen 
Gehalt an anderen Wuchsstoffen (/-Alanin, Aneurin, Inosit und ver 
mutlich zahlreiche andere, z.T. noch unbekannte Wuchsstoffe) 
férdert. Wie im folgenden gezeigt wird, fanden wir bei unseren Mes 
sungen, daB die durch direkte Bestimmung erhaltenen Werte fiir den 
Biotingehalt bis 12mal zu groB sind. Robbins und Schmidt (1939) x 
stimmten mit Hilfe eines Schimmelpilzes, Ashbya gossypii (Nemato- 
spora gossypii) den Gehalt an Biotin in Zucker von verschiedenen 
Reinheitsgrad sowie in verschiedenen anderen Substanzen. Die Unter 
suchung wurde auf Grund der Arbeiten von Kégl und Fries (1937 
iiber den Biotinbedarf verschiedener Pilze ausgefiihrt: ihre Met hoc 
ist mit der oben besprochenen, von Kégl und seinen Mitarbeitern be 
nutzten Methode nahezu identisch. Die Methode scheint nicht nu 
recht zeitraubend, sondern auch ziemlich ungenau zu sein, da die Er 
vebnisse, die man bei Bestimmung des Biotingehalts in verschiedenen 
Mengen ein und desselben Praparates erhalt, schlecht miteinander 
libereinstimmen. 


Methodik. 


Die Methodik ist ganz analog der zur Bestimmung von /-Alanil 


beschriebenen, nur mu8 man hier anstatt f-Alanin Biotin im Uber. 


schuB zusetzen. 


Die Methode lauft darauf hinaus, das Wachstum der Hefe zu be 
stimmen, und zwar entweder durch Messung der Triibung in der Hefe 
aufschwemmung oder durch Wagung der entstandenen Hefetrocken- 
substanz. Zuniachst sei hier die erste Methode beschrieben. 


Zu den Versuchen werden Reagensgliser von 200 * 25mm _ benutzt 
(man kann auch andere GréBen verwenden, nur miissen alle Glaser in einem 
Versuch gleich groB sein). In jedes der Glaser werden von dem zu unte! 
suchenden Praparat 5 cem pipeitiert, und zwar in zunehmender Verdiinnung: 
von jeder Verdiinnungsstufe werden vier Glaser hergestellt. Je zwei diese: 
vier Glaser werden fiir die Reihe ohne Biotin verwandt, die beiden anderen 
fiir die Reihe mit Biotin. Die Versuche werden also in Doppelbestimmunget 
ausgefiihrt. Die benutzte Nahrlésung hat folgende Zusammensetzung: 50 ¢ 
Rohrzucker 0.6¢g (NH,),SO, 05g NaCl — 0,4g CaCl, -6H,0 

-0,7g MgSO,-7H,O — 1,0g KH,PO, 5mg FeCl, -6H,O 0,2 ¢ 
Glutaminséure 50 y Aneurin und 120 y £-Alanin pro Liter, Man kan: 
Glutaminsaure, Aneurin und f-Alanin weglassen, jedoch werden die Ve: 
suche bei Zusatz dieser drei Substanzen weit deutlicher; anstatt Glu 
taminsdiure kann man auch mit derselben Wirkung die gleiche Menge A-- 
paragin oder Asparaginsiure verwenden. Die Nahrlésung wid mit He! 
geimpft, und zwar mu8 man eine fiir Biotin empfindliche Hefe benutze: 
dies trifft jedoch fiir die meisten Hefesorten zu. Im allgemeinen wird mx! 
PreBhefe verwenden kénnen; 150 mg PreBhefe pro Liter Nahrlésung diirit 
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angemessen sein. Die Hete wird in einer kleinen Menge der Nahrlésung 
sorgtaltig verriihrt und dann in der ganzen Portion der Nahrlésung ver- 
teilt. Man kann auch die Impfhefe selbst ziichten; dies geschieht am besten 
in Kolben mit 50 cem der oben genannten Zusammensetzung, jedoch mit 
Zusatz von 0,05°, Malzextrakt oder 1°, Bierwiirze; die Ziichtung muf 
steril erfolgen. Diese Ziichtungsmethode wurde friiher ausfiihrlich he- 
schrieben (Nielsen und Hartelius 1940). 

In jedes Glas der Reihe ohne Biotin werden 10 ccm der geimpften 
Nahrlésung pipettiert, und zwar am besten mit Hilfe einer automatischen 
Pipette. Wahrend des Pipettierens muB die Flasche mit der Nahrlésung 
zuweilen geschiittelt werden, damit die Hefe gleichmaBig aufgeschwemmt 
bleibt. Nachdem in elle Glaser der Reihe ohne Biotin pipettiert ist, werden 
dem Rest der Nihrlésung pro Liter 0,47 Biotin! (in wenigen cem gelést) 
zugesetzt und hierauf je 10 cem in jedes Glas der Reihe mit Biotin pipettiert. 
Liegt der Biotingehalt der zu priifenden Lésung an der Grenze des Meb- 
baren, so kann man 10 cem der Lésung zu nur 5cem Nahrlésung zusetzen, 
jedoch muB diese dann von doppelter Konzentration und mit der doppelten 
Menge Hefe geimpft sein. Die Versuche werden unsteril angesetzt; man 
kann die Glaser mit einer gestielten Glaskugel zudecken und laBt sie dann 
etwa einen Tag lang (16 bis 28 Stunden) bei einigermaBen gleichmaBiger 
Temperatur, 20 bis 25°, stehen; sodann wird das Wachstum mittels eines 
Nephelometers gemessen. So lange die zugefiigte Menge des Priparates 
mehr oder ebenso viel Biotin enthalt, wie zur Erzielung optimaler Wirkung 
notwendig ist, wird das Wachstum in beiden Reihen gleich groB sein; wird 
die Biotinmenge in dem zugefiigten Praparat kleiner, so wird das Wachstum 
in der Reihe ohne Biotin geringer als in der Reihe mit Biotin. Die kleinste 
Menge des Priparates, die eben noch in beiden Reihen gleich groBes Wachs- 


' Hat man kein reines Biotinpraparat zur Verfiigung, so kann man auch 


ein unreines Praiparat verwenden, vorausgesetzt, da dessen Gehalt an 
anderen Hefewuchsstoffen im Verhaltnis zu seinem Biotingehalt ganz 
gering ist (vgl. FuBnote 2, Nielsen und Hastelius 1941); fiigt man der Nahr- 
lésung, wie oben beschrieben, Aneurin, 8-Alanin und Glutaminsaéure zu, so 
ist der Gehalt des unreinen Biotinpraéparates an diesen Wuchsstoffen von 
keiner Bedeutung, so da neben dem Biotin nur etwaige andere, noch 
unbekannte Wuchsstoffe (Bios F, Hartelius 1941) zur Wirkung kommen. 
Ein gut geeignetes Biotinpraparat ist Kidotterextrakt, den Kég/l als Ausgangs- 
material zur Darstellung von Biotin benutzte. Eidotterextrakt, der durch 
15 Minuten langes Kochen von 5 g getrocknetem Eigelb mit 200 cem Wasser 
hergestellt wird, enthalt so viel Biotin, daB 0,05 cem bei Zusatz zu 15 cem 
Nahrlésung (mit Aneurin, f-Alanin und Glutaminsaure) optimale Biotin- 
wirkung ergeben: Zusatz der zehnfachen Menge Extrakt steigert das Wachs 
tum der Hefe nur um etwa 20%. Diese Steigerung wird also durch die 
oben besprochenen unbekannten Wuchsstoffe (Bios F) verursacht; det 
hierdurech entstehende Fehler ist fiir die meisten Bestimmungen ohne 
Bedeutung. Das in oben beschriebener Weise aus getrocknetem Eigelb von 
uns hergestellte Biotinpraparat enthalt 30 my Biotin pro ccm: wie es scheint, 
ist der Biotingehalt in verschiedenen Proben von getrocknetem Hiihnereigelb 
ziemlich gleich. Man kann daher wohl damit rechnen, da® jeder auf oben 
beschriebene Weise hergestellte Eidotterextrakt ebensoviel Biotin enthalt. 
Selbstverstandlich wird trotzdem ein reines Biotinpraiparat immer vor- 
zuziehen sein, 
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tum bewirkt, enthalt also gerade die Menge Biotin, die zur optimalen 
Wirkung notwendig ist, oder wenn man zu groBe Intervalle benutzt hat 
eine Kleinigkeit dariiber. 

Beziiglich der Einzelheiten der Methode sei auf die Arbeit tibe: 
Jestimmung des f-Alanins (Nielsen und Hartelius 1941) verwiesen 

Will man das Hefewachstum durch Wagung bestimmen, so ver 
wendet man anstatt der Reagensglaser 100 ccm Hrlenmeyer-Kolben 

In diese pipettiert man 5 cem der zu untersuchenden Lésung und 50 ecm 
geimpfter Nahrlésung von gleicher Zusammensetzung wie oben. Nac! 
eintagigem Stehenlassen wird die entstandene Hefetrockensubstanz be 
stimmt, indem man durch Jenaer Glasfiltertiegel 1 G4 filtriert und das 
Filtrat bei 105° bis zu konstantem Gewicht trocknet. 

Diese Methode ist zwar etwas umstandlicher als die Nephelometer- 
methode, dafiir ist aber ihre Genauigkeit auch gréBer. Die Methode 
wurde frither ausfiihrlich beschrieben (Nielsen und Hartelius 1940). 

Die Menge Biotin, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
zur Erreichung optimaler Wirkung notwendig ist, laBt sich leicht be- 
stimmen. Bei Verwendung der Nephelometermethode pipettiert man 
in eine Reihe von Glasern je 5ecm Biotinlésung von abnehmender 
genau bekannter Konzentration und hierzu je 10 cem geimpfter Nahr 
lésung ohne Biotin. Das Wachstum wird wie bei den gewohnlichen Ver- 
suchen nach etwa 24 Stunden nephelometrisch gemessen (Tabelle 1). 


Tabelle I. Biotinkurve mittels des Nephelometers bestimmt. 
Nahrlésung mit 50 y Aneurin, 200 mg Glutaminsaéure und 120% §-Alanin 
? Fig 
pro Liter. Versuchszeit 24 Stunden. 





Abgelesener Wert auf Abgelesener Wert auf 
Zusatz pro 15 ecm der linken Trommel, Zusatz pro 15eem der linken Trommel, 
Substrat wenn die rechte Trommel Substrat wenn die rechte Trommel 
auf 100 steht auf 100 steht 


2,5 my Biotin 14,9 1,2 my Biotin 16,2 
2,20 5, - 14,6 1,0 wi 17,3 
ar ** 15,5 0,8 © 19 
yO ss =“ 14.9 0,6 ; 21 
Is a 15,0 
i, 39 15,1 Kontrolle : (93) * 


* Auf der rechten Trommel abgelesen, linke Trommel auf 100. 





In Tabelle I liegt die optimale Wirkung bei Zugabe von 1,4 my 
Biotin pro 15cem. Als Mittelwert mehrerer Versuche wurde 1,3 my 
Biotin gefunden. Diesen Wert haben wir bei den Bestimmungen des 
Biotingehalts der verschiedenen Praparate benutzt. 


Bei Verwendung der Wagemethode werden in entsprechender 


Weise je 5 ccm Biotinlésung von abnehmender, genau bekannter Kon- 


zentration in 100 cem Erlenmeyer-Kolben pipettiert und hierzu je 50 cem 
geimpfter Nahrlésung ohne Biotin zugefiigt. Die Hefetrockensubstanz 
wurde nach 24 Stunden bestimmt (Tabelle IT). 
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Tabelle Il. Biotinkurve mittels der Wigemethode bestimmt. 
Nahrlosung mit 50 y Aneurin, 200 mg Glutaminsaure und 120 y 8-Alanin 
pro Liter. Versuchszeit ‘24 Stunden. 





Zusatz pro 55cem Hefe-Trockensubstanz Zusatz pro 55 eem Hefe-Trockensubstanz 
Substrat pro 55 ecm, mg Substrat pro 55 cem, mg 


8,0 my Biotin 20,7 4.5 my Biotin 20,5 
7,5 20,6 4,0 ,, 19,9 
7,0 20,7 3s a 19,0 
6,5 20,4 3,0 , ’ 17,8 
G0 - ws 20,7 yA er . 14,8 
5.5... : 20,4 


5,0 ,, 20,3 Kontrolle : 1.1 





Aus Tabeile IT (und aus anderen Versuchen) geht hervor, das die 
optimale Wirkung bei Zugabe von 4,5 my Biotin pro cem erreicht wird. 

Als Beispiel fiir die Anwendung der Methode zur Biotinbestimmung 
sind in Tabelle [ITa, IIIb, [Va und IVb die Ergebnisse einiger Versuche 
mit derselben Milchprobe dargestellt. 

Aus Tabelle IITa ergab sich, daB die optimale Biotinmenge (1,3 my) 
in 0,2cem Milch, aber nicht in 0,1 cem Milch enthalten ist. Um eine 
genauere Bestimmung zu erreichen, wurde ein neuer Versuch mit 
kleineren, zwischen 0,1 und 0,2 cem Milch liegenden Intervallen (Ta- 
belle IIIb) durchgefiihrt. Aus diesem Versuch ergab sich, daB 0,18 cem 


Milch noch die optimale Biotinwirkung besa und also die optimale 
Biotinmenge, 0,13 my, enthielt. 1 ccm dieser Milchprobe enthalt somit 
7,2my Biotin. In derselben Weise ergab der Versuch Tabelle TVa, 
daB die (pro 55 ccm) optimale Biotinmenge (4,5 my) in 1 cem, abet 


Tabelle IIIa. Bestimmung des Biotingehalts in Milch mittels des 
Nephelometers. 
1. Vorversuch mit gréBeren Intervallen. 





Abgelesener Wert auf der Abgelesener Wert auf der 
linken Trommel, wenn die linken Trommel, wenn die 
rechte Trommel auf 100steht rechte Tromme! auf 100 steht 


Nihrlésung mit 
50 y Aneurin, 
200 mg 
Glutamin- 
siiure und 
120 ; 
}-Alanin 
pro Liter 


tusste Nihrlésung mit 
pro 15 cem 50 y Aneurin, 
Substrat 200 mg 
; Glutamin- 
siiure und 
120 } 
3-Alanin 
pro Liter 


Na&brliésung Zusatz 
mit Aneurin, pro 15 cem 
Glutamin- Substrat 
siiure, 
}-Alanin und 
0,4 y Biotin 
pro Liter 


Nihrlésung 
mit Aneurin, 
Glutamin 
siure, 
8-Alanin und 
0,4 y Biotin 
pro Liter 


5 eem Milch 4,; 6 0.02 cem Mileh ‘ 10,0 
2 ot . ¥f 7) ao re : 10,5 
l ms ; of 0,005 ., re y 1] 
a : 0,002 ,, ‘ 96 1] 
02 ~j, - 3,6 8.6 0,001 ., P (82 lL] 
OE: 5, 
Oe" ., ¢ Kontrolle: 76 11 


* Auf der rechten Tromme! abgelesen, linke Tromme! auf 100. 
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Tabelle IITb. 
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Bestimmung des Biotingehalts in Milch mittels de 


Nephelometers. 


LI. Versuch mit kleineren Intervallen. 





Zusatz 
pro 15 cm 
Substrat 


0,20cem Mileh 
a ee a 
mie, re 
ee 4; 


Tabelle [Va. 


Abgelesener Trommelwert 
Nahrlésung 
mit Aneurin, 
Glutamin- 
sdure, 
3-Alanin 
und Biotin 


Zusatz 
pro 15 ccm 
Substrat 


Nahrlosung 
mit Aneurin, 
Glutamin- 
siiure und 
3-Alanin 


5,5 5 0,12 cem Milch 
5,8 f 0.10 ., 99 

5,8 5,5 
6,6 6,0 





Kontrolle : 


Abgelesener Trommelwert 
Nahrlésung 
mit Aneurir 
Glutamin- 
séure, 
B-Alanin 
und Biotin 


Nahrlésung 
mit Aneurin, 
Glutamin- 
siiure und 
j-Alanin 


6,7 6,1 
7,9 6,3 


8G 9.0 


Bestimmung des Biotingehalts in Mileh mittels de 


Wagemethode. 


I. Vorversuch mit gréBeren Intervallen. 





Zusatz 
pro 55ccem 
Substrat 


eem Milch 


Tabelle IVb. 


Hefe-Trockensubstanz 
pro 55cem, mg 


Nahrlésung mit N 
50y Aneurin, ~ 
200 mg 
Glutamin- 
sdure und 
120; 
8-Alanin 
pro Liter 


ihrlésung 
mit Aneurin, 
Glutamin- 
siure, 
3-Alanin und 
0,47 Biotin 
pro Liter 


Zusatz 
pro 55 cem 
Substrat 


55,8 
43,7 
38,5 
31,1 
17,8 
11,6 


0,05cem Milch 
OORF soos 
eR ug: 5: Be 


56,1 
43,8 
37,7 
35,4 
32,9 
31,2 


Kontrolle: 





Hefe-Trockensubstanz 
pro 55¢ecm, mg 


Nihrlésung mit 
50 7 Aneurin, 
200 mg 
Glutamin- 
siiure und 
120 ; 
3-Alanin 
pro Liter 


Nihrlésung 
mit Aneurin, 
Glutamin- 
siiure, 
3-Alanin uni 
0,47 Biotin 
pro Liter 


81,2 
30,6 
30,2 


30,1 


Bestimmung des Biotingehalts in Milch mittels der 


Wagemethode. 


[Il. Versuch mit kleineren 


Intervallen. 





Zusatz 
pro 55 ccm 
Substrat 


1,0 eem Milch 
GS. 3 
OB x 
Uk: ee 
Or x 
0,65 ,, 


Hefe-Trockensubstanz 
pro 55cem, mg 


Nihrlésung mit 
50 y Aneurin, 
200 mg 
Glutamin- 
siure und 
120 } 
3-Alanin 
pro Liter 


Nihrlésung 
mit Aneurin, 
Glutamin- 
siiure, 
3-Alanin und 
0,47 Biotin 
pro Liter 


Zusatz 
pro 55 ecm 
Substrat 


41,3 0,6 ecm Milch 
40,6 0,55 ,, is 
40,6 a ~ 
41,2 
41,6 
41,0 


41,2 
41,1 
40,5 
42,1 
41,8 
41,1 


Kontrolle : 





Hefe-Trockensubstanz 
55cem, mg 

Nihrldsung mit 

50 y Aneurin, 
200 mg 


Niahrlésung 
mit Aneurin 
Glutamin- —- 
— }-Alanin und 

Sta nt 0,4 7 Biotin 
8-Alanin pro Liter 


pro Liter 
39,2 
36,9 
35,5 


1,7 
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nicht in 0,5cem Milch enthalten ist. Die genauere Bestimmung (Ta- 
belle IVb) ergab dann, daB 0,65 cem Milch noch die optimale Biotin- 
menge, 4,5 my, enthalt. Mit Hilfe der Wiagemethode findet man somit. 
das 1 eem der Milehprobe 6.9 my Biotin enthalt. Mit der Nephelometer- 
methode wurde ein Gehalt von 7,2 my Biotin pro 1 cem gefunden. 
Die mit den zwei Bestimmungsmethoden gefundenen Werte stimmen 
ilso sehr gut tiberein. 

Unter Anwendung der beschriebenen Methodik haben wir, teils 
mit der Nephelometermethode, teils mit der Wagemethode, den Gehalt 
einer Reihe verschiedener Substanzen an Biotin bestimmt. In Tabelle V 
ist das Ergebnis dieser Bestimmungen zusammengestellt. In Tabelle VI 
wird die in den betreffenden Substanzen enthaltene Menge an Trocken- 
substanz angegeben: gleichzeitig wird hiernach berechnet, wie groB der 
Anteil des Biotins in der Trockensubstanz ist. 

Eidotter erweist sich, wie nach Kégls Untersuchungen zu erwarten 
war, alssehr reich an Biotin. Milech, Urin und Luzerneextrakt enthalten. 
wie sich zeigt, annaihernd ebensoviel, Tomatensaft, Blutserum und Bier- 


Tabelle V. Biotingehalt verschiedener pflanzlicher und 
tierischer Substanzen. 





my Biotin my Biotin 
pro cem pro ecm 


Ochsenserum, Probe I ... 4,3 
oP |] eke 2,6 


” Schweineserum, Probe I. 6,5 
PreBhefeextrakt LS = <a | 6,5 
Peptoniieung ............ 
Faba vulgaris-Extrakt .... 
Tomatensaft 3,4 i 24 
Kigelbextrakt 


Bierwiirze, Probe I ..... $3 


ss ‘ 1,6 


Te > » i} i i 

Urin, Probe I schiittelt mit Bierhefe .. 
is “ Bierwiirze (Probe II), ausge- 
Luzerneextrakt : schiittelt mit PreBhefe .. 





Tabelle VI. 
Troeckensubstanzgehalt und Verhaltnis Biotin/Trockensubstanz 
in den untersuchten Lésungen. 





Trocken- Verhiiltnis Trocken- Verhaltnis 

substanz Biotin substanz Biotin 

pro ccm Trocken- procem  ‘Trocken- 
mg substanz mg substanz 


Milch, Probe I ... 68 - -106| Urin, Probe I ... 46 7,1 - 10° 


1 
| Hefeextrakt 32 -106| Luzerneextrakt . . 9 ,2- 106 


Peptonlésung ... 33 -106] Ochsenserum, 

Faba vulgaris- Probe I 88 20 - 10! 
Extrakt .. 9 +106! Schweineserum, 

lomatensaft ..... py 7 «6-108 Prove I ....;. 113 

Figelbextrakt .... f 1/0,15-108| Bierwiirze, Probe I 











324 N. Nielsen u. V. Hartelius: 


wirze etwas weniger Biotin: dagegen ist der Gehait von PreBhet, 

extrakt, Pepton und Faba vulgaris-Extrakt an Biotin ziemlich gerin: 

In den verschiedenen Proben von Milch, Urin, Rinder- und Schweine 
blutserum und Bierwiirze war der Gehalt an Biotin recht gleichmaiy 

am groBten war der Unterschied im Biotingeha!t der untersuchten 
Proben von Urin und von Milch. In Bierwiirze, die 2 Stunden lang mit 
PreBhefe ausgeschiittelt war, konnte kein Biotin festgestellt werden 
auch mit dem empfindlicheren B. radicicola-Test, der spater besprochen 
wird, lieB sich Biotin nicht mit Sicherheit nachweisen. Die Bierwiirz 
wird also durch Ausschiitteln mit PreBhefe vollstandig von Biotin 
befreit, ebenso wie von #-Alanin (Nielsen und Hartelius 1941). Aus 
Bierwiirze, die mit Bierhefe ausgeschiittelt wird (4 Stunden), wird 
weniger als die Halfte des Biotins ausgeschiittelt, wahrend von }-Alanin 
wie in der oben zitierten Arbeit nachgewiesen wurde, durch Ausschiitteln 
80°, entfernt werden. Dies erklart die friiher von den Verfassern fest. 
gestellte Tatsache (Nielsen und Hartelius 1937), daB mit Bierhefe aus 
geschiittelte Wiirze sich bei Versuchen tiber Wuchsstoffwirkung der 
Aminosauren als besonders gute ,, Biosquelle“‘ erwies, da eine derartige 
Wiirze relativ reich an Biotin, aber ganz arm an Aminosauren ist. In 
diesem Zusammenhang sei auch daran erinnert, dab, wie frither nach 
gewiesen (Hartelius und Nielsen 1939), die Bioswirkung der Bierwiirze 
durch Ausschiitteln mit PreBhefe vernichtet wird, wahrend die Wirkung 
des Faktors F zur Halfte erhalten bleibt ; bei Ausschiitteln mit Bierhefe 
bleibt dagegen sowohl die Halfte der Bioswirkung wie der Faktor 
Z-Wirkung iibrig. Auch dies stimmt gut mit dem oben Gefundene: 
iiberein. 

Wie Tabelle VI zeigt, ist es méglich, das Biotin zu bestimmen 
selbst wenn es nur einen verschwindenden Bruchteil der vorhandene: 
‘Trockensubstanz ausmacht. Die geringste Menge Biotin, die bestimmt 
wurde, betrigt 1/170 +108 der Trockensubstanz: zum Vergleich se 
erwahnt, daB die entsprechende Zah! fiir Bestimmung von /-Alani 
1/6 - 106° der Trockensubstanz ist. 


Ein Vergleich des Gehalts der verschiedenen Substanzen an Biotii 
und an f-Alanin (Tabelle V, Nielsen und Hartelius 1941) ergibt, dal} da 
Verhaltnis der Biotinmenge zur Menge des /-Alanins bei den meiste! 
Substanzen zwischen 1/50 und 1/400 betragt; beim PreBhefeextrakt is’ 
jedoch dies Verhaltnis wesentlich geringer, namlich 1/10000: PreBhefi 
extrakt enthalt also erheblich weniger Biotin im Verhaltnis zur Meng: 
des #-Alanins als die anderen untersuchten Substanzen. 


Die kleinste Menge Biotin, die man mit der hier beschriebene: 


lor 
at 


Methode bestimmen kann, ist 0,13 my pro ccm. Die Genauigkeit 
Methode hangt davon ab, wie man das Wachstum der Hefe bestimmt 
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Bei Bestimmung des Hefewachstums durch Wagung bhetrigt die Ge- 
nauigkeit etwa 10°, bei Bestimmung durch Nephelometrie etwas 
weniger. 


Wie in der Einleitung erwahnt, haben Kégl und Ténnis (1936) 
und Kégl und v. Hasselt (1936) den Biotingehalt verschiedener tierischer 
Substanzen bestimmt. Diese Bestimmungen, deren Methode iibrigens 


nicht genauer beschrieben wird, geben indessen die Biotinmenge zweifellos 
zu groB an. Aus der sehr kurz gefaBten Beschreibung der Versuche 
scheint hervorzugehen, da} der Biotingehalt der verschiedenen Extrakte 
durch Vergleich ihrer Wirkung mit der Wirkung reinen Biotins bestimmt 
wurde. Da indessen wohl alle untersuchten Extrakte auBer Biotin 
gréBere oder kleinere Mengen anderer Wuchsstoffe enthalten, so ist 
selbstverstandlich ein Teil der gefundenen wachstumsférdernden Wir- 
kung auf diese anderen Wuchsstoffe zuriickzufiihren: da aber diese 
Wirkung insgesamt als Biotinwirkung mitgerechnet wird, so wird der 
Biotingehalt zu hoch bestimmt. Wir haben bei einigen der von uns 
untersuchten Objekte den Biotingehalt auBer durch die oben beschriebene 
genaue Methode auch direkt, ohne Beriicksichtigung der durch andere 
Wuchsstoffe verursachten Wirkung bestimmt. Diese letztere Bestim- 
mung fiihrten wir aus, indem wir Glasern mit Nahrlésung ohne Biotin 
oder andere Wuchsstoffe zunehmende Mengen des zu untersuchenden 
Praparates und anderen Glasern zunehmende Mengen Biotin zufiihrten. 
Durch Vergleich der Konzentrationen des Praparats und des Biotins, 
die das gleiche Wachstum ergeben, fanden wir die ,,Biotinmenge“. 
Das Ergebnis dieser Bestimmungen ist in Tabelle VII zusammengestellt ; 
zum Vergleich sind die genauen Werte aus Tabelle V angegeben. 


Tabelle VII. 
Biotingehalt verschiedener Substanzen, ohne Riicksicht auf die 
begleitenden Wuchsstoffe gemessen. 





Die Werte Die Werte 
my Biotin aus Tabelle V my Biotin aus Tabelle V 
my Biotin my Biotin 


Peptonlésung . 4,0 0,33 Eigelbextrakt 38 30 
Tomatensaft .. 26 3,3 Schweineserum 60 6,5 
Bierwiirze .... 24 22 


Wie man sieht, sind die Werte, die durch direkte Messung gefunden 
werden, bei der die Wirkung der iibrigen Wuchsstoffe in den Extrakten 
nicht ausgeschlossen wird, weit gréBer als die durch die von uns an- 
gegebene Methode gefundenen, und zwar sind die Werte durchgingig 
5- bis 15mal so groB. Eine Ausnahme bildet jedoch Eigelb, bei dem die 
Werte nur um etwa 25°, zu hoch sind. 
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Bestimmung ganz kleiner Mengen Biotin. 

Obwohl die als Testorganismus benutzte Hefe gegen Biotin auBer 
ordentlich empfindlich ist, kann doch in einigen Fallen die in dem zu 
priifenden Praparat enthaltene Biotinmenge so gering sein, daB sie sich 
nicht mit Hilfe von Hefe nachweisen laBt. Wir haben versucht, eine 
Methode zur Bestimmung solcher sehr kleinen Mengen Biotin aus 
zuarbeiten:; als Testorganismus wurde B. radicicola benutzt, dessen 
Anspriiche hinsichtlich der optimalen Biotinmenge wesentlich geringer 
sind als die der Hefe: der von uns benutzte Hefestamm bedarf zu 


optimaler Wirkung einer Biotinkonzentration von der GréBenordnung 


1/1010 », wahrend ein von Luzerne isolierter Stamm von B. radicicola. 
L 36, nach 5 bis Stagigem Wachstum nur ungefahr 1/5 - 100 y erfordert 
(Nielsen und Johansen 1941). 


Die Versuchsanordnung ist grundsatzlich die gleiche, jedoch kann 
man in diesem Falle nur die nephelometrische Messung anwenden. 
waihrend die Methode der Wagung unbrauchbar ist. Die Nahrlésung 
ist folgendermaBen zusammengesetzt: 0,2 g MgSO,4-7 H,O — 1,06 ¢ 
KH,PO, — 2,18 g Na,HPO,-2H,O — 0,1 g NaCl — 0,005 g CaSO, 
-2 H,O --0,2g Asparagin — 20g Rohrzucker pro Liter; zur Herstellung 
der Nahrlésung wird in einer Glasapparatur destilliertes Wasser ver 
wendet (Nielsen und Johansen 1940). Im iibrigen ist die Versuchs 
anordnung analog der bei den Hefeversuchen: jedoch braucht man fiir 
die Radicicola-Versuche nur 10 cem Substrat pro Glas, namlich 5 ecm 
der zu untersuchenden Lésung und 5 ccm der geimpften Nahrlésung 
ferner miissen die Versuche, da sie sich tiber 5 bis 8 Tage erstrecken 
steril angesetzt werden. Die Bakterien, mit denen geimpft werden sol! 
werden in Kolben mit 50cem Nahrlésung von derselben Zusammen 
setzung geziichtet, eventuell mit 0,1 y Biotin pro 50cem. Wie es 
scheint, sind alle von Luzerne isolierten Stémme von B. radicicola 
geeignet, jedoch nicht alle Stamme von anderen Hiilsenfriichten 
diese Stimme erfordern andere Wuchsstoffe und haben auBerdem ein 
unregelmaBigeres Wachstum. 


Mit dieser Methode konnten wir so geringe Mengen Biotin, wie 
0.004 my pro cem, bestimmen; die Methode ist also auBerordentlich 
empfindlich. Um maximale Empfindlichkeit zu erreichen, muB man dic 
Versuchskulturen 5 bis 8 Tage lang bei 25° wachsen lassen, da di 
Empfindlichkeit gegen Biotin im Beginn der Wachtumsperiode mit de: 
Versuchsdauer zunimmt. 

Wenn méglich, sollte man jedoch die gewéhnliche Methode mit 
Hefe als Testorganismus benutzen; die Versuche mit B. radicicol: 
sind namlich nicht ganz so regelmabig wie die mit Hefe und die Genauig 
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Tabelle VITTI. 
Bestimmung des Biotingehalts in Bierwiirze mit B. radicicola 
als Testorganismus. 





\bgelesener Wert auf der linken Trommel, wenn die 
rechte Trommel auf 100 steht 

: Versuchszeit 3 Tag Versuchszeit 5 Tage 
Zusatz 
ro 10 cem Substrat 
Pp stra G Nahrlésung : 

ie mit 0,02 ; Ge- Niithrlésung 
wohnliche wohnliche mit 


: Bioti 3 : 
Niihrlésung aad 3 see . Nahrlésung Biotin 


| cem Bierwiirze (Probe IIT) BY: ; 16 16 
OD -™ ‘ os 23 2 10 10 
0,2 8 

0,1 

0,05 

0,02 

0.01 - 

0.005 ,, 

0,002 ,, 
0,001 ,, a a 
Ohne Zusatz (Kontrolle).... 
5 m- Biotin 


0,05 ., 
0,02 
Gur. 
0,005 ,. 
0,002 ., 
0,001., 


Pr 


keit der Ergebnisse daher etwas veringer. AuBerdem erfordern clie 
Radicicola-Versuche, wie erwalint, etwas lingere Zeit und die Versuchs 
anordnung ist etwas umstandlicher, weil die Versuche steril angesetzt 
werden miissen. 

Tabelle VILL zeigt einen Versuch, bei dem die Biotinmenge in 
Bierwiirze bestimmt wurde. Das Wachstum in den Versuchsglasern 
wurde nach 3 und nach 5 Tagen gemessen. Man sieht erstens, daB die 
optimale Biotinkonzentration nach 3 Tagen 0.2 my Biotin pro 10 ccm, 
nach 5 Tagen dagegen 0,02 my Biotin pro 10 cem betragt. Ferner ist 
die optimale Biotinmenge nach 3 Tagen in 0.05 cem, nach 5 Tagen 
dagegen in 0,005 c¢em Wiirze enthalten. Berechnet man den Gehalt 
der Wiirze an Biotin auf Grund dieser Zahlen. so erhalt man in beiden 
Fallen denselben Wert, namlich 4 my Biotin pro cem Wiirze: bei Be- 
stimmung des Biotingehalts derselben Wiirze mit Hilfe der Hefemethode 
erhalt man 2.4 my Biotin pro cem Wiirze (Tabelle V). 
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Zusammenfassung. 


Es wird eine Methode zur Bestimmung des Biotingehalts tierische: 
und pflanzlicher Substanzen mit Hefe als Testorganismus beschrieben 
Diese Methode erméglicht es, Biotinmengen bis herab zu 0,13 my pro 
ccm zu bestimmen, und erweist sich noch dann als anwendbar, wenn 
das Biotin nur 1/170 - 10° der Trockensubstanz betrigt. Die Methode 
gestattet eine Genauigkeit bis zu 10°). Weiterhin wird eine ent 
sprechende Methode mit B. radicicola als Testorganismus beschrieben. 
welche die Bestimmung von Biotinmengen bis herab zu 0,004 my pro ccm 
zulaBt; die Genauigkeit dieser Methode ist jedoch nicht so groB wie dic 
der Hefemethode. 

Mit Hilfe dieser Methode wurde der Gehalt verschiedener tierischer 
und pflanzlicher Substanzen an Biotin bestimmt. Es zeigte sich, dal 
Biotin sehr allgemein verbreitet vorkommt. Eidotter, Milch, Urin 
und Luzerneextrakt enthalten relativ viel Biotin, Tomatensaft, Blut- 
serum und Bierwiirze etwas weniger, wogegen der Gehalt von Pepton, 
Faba vulgaris-Extrakt und besonders PreBhefeextrakt an Biotin nur 
gering ist. 

Literatur. 

V. Hartelius, Planta 82, 196, 1941; C. r. Lab. Carlsberg, Sér. physiol 
23, 243, 1941. — V. Hartelius u. N. Nielsen, diese Zeitschr. 298, 125, 1938: 
C. vr. Lab. Carlsberg, Sér. physiol. 22, 281, 1938. — F. Kégl u. N. Fries, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 249, 93, 1937. — F. Kégl u. W. v. Hasselt, 
ebenda 248, 189, 1936. — F. Kéglu. B. Ténnis, ebenda 242, 43, 1936. 
N. Nielsen u. V. Hartelius, diese Zeitschr. 295, 211, 1938; C. r. Lab. Carls- 
berg, Sér. physiol. 22, 249, 1938. — Dieselben, C.r. Lab. Carlsberg, Sér. physiol. 
23, 93, 1940. — Dieselben, diese Zeitschr. 309, 104, 1941. — N. Nielsen u. 
G. Johansen, C. r. Lab. Carlsberg, Ser. physiol. 23, 139, 1940. — Dieselben. 
ebenda 28, 173, 1941. — W.J. Robbins u. M. B. Schmidt, Bulletin Torrey 
Bot. Club 66, 139, 1939. 
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Vorkommen der Diaminoxydase 
im Urin des Menschen. 
Von 
E. Werle. 
(Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 27. Dezember 1941.) 


Die Diaminoxydase ist ein integrierender Bestandteil zahlreicher 
Gewe be sowie des Blutes des Menschen und der Tiere. Bei Tuberkulésen (1) 
und bei Allergikern (1,2) ist die Aktivitaét der Bluthistaminase im 
Vergleich zur Norm herabgesetzt, in der Schwangerschaft (4—8) sehr 
stark erhéht. Die Frage, ob das Ferment in den Harn der Schwangeren 
iibertritt, wurde von uns verneint (4). Weder bei Schwangeren, noch 
bei Nichtschwangeren, noch bei Mannern war in sterilem Harn das 
Ferment nachweisbar. Die Tatsache, daB ein wichtiges Substrat der 
Diaminoxydase, das Histamin, im Harn stets enthalten ist, und zwar 
in Mengen von 10—130 y/L000 cem (9—12), machte die Anwesenheit 
des Ferments im Urin von vornherein unwahrscheinlich. 

Wir haben nun festgestellt, daB die Diaminoxydase dennoch im Harn 
vorhanden ist, aber in véllig glhhemmtem Zustand. Dialvsiert man sterilen 
menschlichen Urin 16 Stunden gegen flieBendes Wasser, so laBt sich in 
ihm pro Volumeneinheit et wa ebensoviel Diaminoxydase nachweisen, wie 
im Serum einer Schwangeren des 2. bis 3. Monats. Der gleiche Urin in 
nichtdialysiertem Zustand verbraucht Histamin auch nicht spuren- 
weise. Das Ferment lat sich durch Fallen des dialysierten Urins mit 
dem doppelten Volumen Aceton und Aufnehmen des Niederschlags in 
Wasser nur wenig anreichern. Die Identitaét des histaminabbauenden 
Agens des dialysierten Urins mit der Diaminoxydase geht aus folgenden 
Tatsachen hervor: Wie bei der Diaminoxydase wird der Histaminabbau 
vollkommen gehemmt durch Zusatz von Semicarbazid (13, 4), Blan- 
siure (14, 15,4) und Putrescin (16,17). Durch Kochen des Urins wird 
es zerstért. Bei Erhéhung der Substratkonzentration steigt der Histamin- 
verbrauch in erwarteter Weise. 

Die Ursache der Hemmung ist uns noch nicht sicher bekannt. 
Zwar war nach Zusatz von Harnstoff der Histaminverbrauch des 


dialysierten Urins vermindert, in Ansaétzen mit gereinigter Histaminase 
(Torantil) aber verursachte der Harnstoff keine merkliche Hemmung. 


Wir sind damit beschaftigt, den Diaminoxydasegehalt des Urins 
von Gesunden und Kranken sowie den von Tieren naher zu untersuchen. 
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Soweit wir bisher sehen kénnen, ist der Diaminoxydasegeha!t des Urins 
ven Schwangeren nicht héher als der von Nichtschwangeren cder voi 


Mannern. 


Versuche. 


Es wird steril entnommener Morgenurin verwendet, der mit etwa- 
Toluol versetzt und durchgeschiittelt wird. Eine Probe wird jeweils 
in Cellophan 16 Stunden gegen flieBendes Wasser dialysiert, der Rest be: 
der Temperatur des flieBenden Wassers unverandert belassen. 


Ansétze. Je 3cem dialysierter bzw. unveranderter Urin werden mit 
3y Histamindichlorhydrat versetzt und mit Tyrodelésung auf 4 cen 
Gesamtvolumen aufgefiillt. Das pq des nichtdialysierten Urins wird jeweils 
mit n NaOH auf etwa 7 gebracht. Die Ansitze werden in Glastrégen unte: 
Sauerstoff 1,5 Stunden bei 37° geschiittelt. Der Histaminverbrauch wird 
am isolierten Meerschweinchendiinndarm ermittelt. 


Be ispre le . 


Es werden » Histamin inaktiviert durch Dialysiert. Nicht dialysiert 
Al Sa Fa RIS ar 1,4 0.0 
MIR ght ad orth ain S Yee eSB + esa TT ex 0,8 0,0 
Schwangoronurin, 7. Monat: «ccs. ccewcidinecciecias 1,0 0.0 
Schwangerenurin, 9. Monat. ......0.scccccecccces 2.0 0.0 


Acetonfallung von Schwangerenurin, 7. Monat .... 2, 


Urin 20 Minuten post partum ..06.6.6..6.0.0065 0,4 0,0 
Derselbe Urin dialysiert + 30 y Histamin......... 2,0 


Hemmungsversuche. 


3cem dialysierter Urin inaktivierten von 3 y Histamin: 0,8 7 


nach Zusats youn KON, G.001 molar .......0.ciececs 0,0: 
nach Zusatz von Semicarbazid, 0,001 molar.......... 0,0 
nach Zusatz von Putrescin, 0,01 molar.............. 0,07 
nach Zusatz von 45mg Harnstoff .........4:..0..002 0.0% 
nach 5 Minuten langem Kochen.................0e. 0,0 4 
Gereinigte Histaminase Harnstoff. 
Ansiitze: 1. 1eem Torantil + leem 0,2 mol. Phosphatpuffer, py 7.4. 


30 mg Harnstoff + 30 + Histamin + 0.4ceem Wasser. 


2. Wie unter 1. jedoch ohne Harnstoff. 


1.5 Stunden Schiitteln unter Sauerstoff bei 37°. Histaminverbrauch : 
Ansatz mit Harnstoff 28,84. Im Ansatz ohne Harnstoff 29,4 ay, 

In einem weiteren Versuch war der Histaminverbrauch beider Ansat7 
gleich groB. Zugesetzte Histamininenge je 30+. Verbrauch je 6%. 
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Uber den Einflu8 von pa und Temperatur 
auf die Fillbarkeit einiger Proteine 
und deren Abbauprodukte durch Aceton. 
Von 
Br. Jirgensons. 

(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Riga, 
Analytisches Laboratorium. ) 

(Eingegangen am 3. Januar 1942.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


In einigen unlangst ver6ffentlichten Mitteilungen! hat Verfasser 
zu zeigen versucht, daB die Fallungstitration auch fiir Proteine und 
deren Abbauprodukte anwendbar ist. Die Fallungstitration besteht 
in folgendem: Titriert man gleichkonzentrierte Lésungen verschiedener 
Glieder einer polymerhomologen Reihe (z. B. eines Polysaccharids) mit 
einer Fliissigkeit, in der die Stoffe unléslich sind, so ist bei Zugabe einer 
bestimmten Menge dieses Fallungsmittels Triibung und Fallung zu 
beobachten. Von Staudinger und Heuer? sowie G. V. Schulz und B. Jir- 
gensons® wurde nun gefunden, da8 zur Ausfaillung der Substanz um so 
kleinere Fallungsmittelmengen nétig sind, je héher das Molekular- 
gewicht ist. So wurde eine neue Methode zur Bestimmung des Molekular- 
gewichts makromolekularer Glieder der polymerhomologen Reihen ge- 
schaffen. Zwischen Fallbarkeit y* (y* ist das Verhaltnis zwischen dem 
fiir die Titration verbrauchten Volumen des Fallungsmittels und dem 
Gesamtvolumen am Triibungspunkt) und dem Polymerisationsgrad (P) 
besteht ein linearer Zusammenhang 


ape p mi 
y a- pl I - 


} 
worin «, § und m Konstante sind. Ein linearer Zusammenhang besteht 
auch zwischen y* und dem Logarithmus der Konzentration (C) der 
fillbaren Substanz. 

Verfasser konnte nun zeigen, daB auch im Falle der Proteine und 
deren Abbauprodukte, bei denen, streng genommen, keine echten 
polymerhomologen Reihen vorliegen, fiir die Fallung einer Substanz 
um so kleinere Fallungsmittelmengen benédtigt werden, je héher das 
Molekulargewicht (.V) ist. Zweitens wurde gefunden (I. ¢.!), daB div 


' Br, Jirgensons, J. prakt. Chem. 159, 303, 1942; diese Zeitschr. 310, 325, 
1942. 2 H. Staudinger u. W. Heuer, Zeitschr. f. physik. Chem. A 171, 129, 
1934. 3G. V. Schulz u. B. Jirgensons, ebenda, Abt. B, 46, 105, 1940; vgl. 
auch BE. Husemann, J. prakt. Chem. 158, 163, 1941; FE. L. Lovell u. H. Hibbert, 
J. Amer. Chem. Soc. 61, 1916, 1939. 
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Fédllungstitration auch fiir niedermolekulare Glieder der Rethen Proteine— 
Polypeptide—Aminosduren anwendbar ist. Eine empirische Gleichung 


y* = a, — fp, log M 


wurde fiir diese Reihen vorgeschlagen. Bisher wurden so die Molekular- 
vewichte vieler Abbauprodukte des Caseins und Desaminocaseins, der 
Gelatine und des Ovalbumins ermittelt. In den meisten Fallen erwiesen 
sich diese mit Hilfe der Fallunystitration gewonnenen Zahlen in guter 
Ubereinstimmung z. B. mit den kryoskopisch gefundenen Werten!. 

Abgesehren davon ist die Methode der Fallungstitration noch ver- 
schiedener Erginzungen bediirftig. Besonders im Falle der Proteine ist 
die Fallbarkeit, z. B. durch Alkohol oder Aceton, stark vom py der 
Lésung abhangig. Auch die Temperatur hat in manchen Fallen einen 
groBen EinfluB. Wahrend die Temperaturkonstanz noch leicht mit 
Hilfe eines Thermostaten erreichbar ist, ist die Einhaltung einer kon- 
stanten Wasserstoffionenkonzentration ohne Einfiihrung fremder Stoffe 
in das Gemisch unméglich. Solche Fremdstoffe, z. B. Salze, haben aber 
ihrerseits einen groBen EinfluB auf die Fallbarkeit?. Es ware daher 
wichtig zu untersuchen, wie groB der EinfluB der px-Anderung auf die 
Fallbarkeit dureh Aceton ist. Dies war auch das eine Ziel dieser Arbeit. 
Das zweite Ziel war die Untersuchung der Temperaturabhangigkeit. 
In der Arbeit von Schulz und dem Verfasser (I. ¢.) sind einige Beispiele 
mit zwei Polystyrolen angefiihrt und die Temperaturabhangigkeit auch 
theoretisch diskutiert. Bei den Proteinen liegen die Verhaltnisse aber 
komplizierter. So wurde z. B. gefunden. daB im Falle der Gelatine die 
y*-Werte mit der Erhéhung der Temperatur sich erhéhen, im Falle des 
Ovalbumins dagegen stark absinken (s. Abb. 1). Solche Erniedrigung 
ist am einfachsten mit der Annahme zu erklaren, daB bei erhéhter 
Temperatur die Albuminmolekiile zu gréberen Aggregaten zusammen- 
vetreten sind (eine Vorstufe der Hitzekoagulation). 

Auf die Konzentrationsabhangigkeit der Fallbarkeit bei ver- 
schiedenem px wurde in dieser Versuchsreihe Ovalbumin, Gelatine 
und Edestin untersucht?. Von den Abbauprodukten der Proteine 
wurden die sogenannte Lysalbinsaure+ sowie einige Abbauprodukte des 


1 Vgl. besonders die Bestimmungen an den durch Thermolyse ge- 
wonnenen Abbauprodukten der Gelatine (J. prakt. Chem., 160, 21. 1942). Die 
Ermittlung von M erfolgt graphisch, mit Hilfe einer Geraden, die aus den 
y*-Werten der Aminosiuren und der Proteine konstruiert wird (I. ¢.). 

2 Br. Jirgensons, diese Zeitschr. 310, 325, 1942; Kolloid-Beih. 44, 295, 
1936; Kolloid-Zeitschr. 47, 236, 1929; diese Zeitschr. 240, 218, 1931. 

*> Uber den EinfluB des py auf die Alkoholkoagulation vgl. Wo. Pauli u. 
E, Valko, Kolloidchemie der EiweiBkérper 1933, 8. 83 u.a.; Br. Jirgensons, 
Kolloid-Zeitschr. 61, 41, 1932; J. Loeb, Die EiweiBkérper 1924, S. 284. 
‘OC, Paal, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 35, 2195, 1902. 
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Edestins untersucht. AuBerdem wurde Glykokoll, Leucin, Asparagi: 
saure, Glutaminsaéure und das Dipeptid Carnosin (N-/-Alanyl-Histidi: 
mittels Aceton bei verschiedenem px titriert. Es stellte sich heraus 
daB bei den Aminosduren und dem Carnosin betrachtliche Anderunge: 
des pu die Fallbarkeit nur wenig beeinflussen. Dagegen hat im Fal|; 
der Lysalbinséure oder bei den nicht abgebauten Proteinen selbst de: 
pu-Wert einen groBen EinfluB auf die Fallbarkeit. Aus dem Versuchstei! 
ist ersichtlich, daB im Falle eines elektrodialysierten Ovalbumins bei 
einer Konzentration (am Triibungspunkt) von 0,3 °%, sich die y*-Wert: 
bei Anderung des py zwischen 4,38 und 6,59 zwischen 0,25 bis 0.40 
bewegen. Bei der Gelatine (0.3°, am Triibungspunkt) variieren be 
Anderung des pu zwischen 4,4 bis 6,0 die y*-Zahlen zwischen 0.34 
bis 0,55. (Die Anderungen des pu haben auf die Fallbarkeit der Edestin 
sole dagegen einen viel geringeren EinfluB.) Verwendet man Puffer 
lésungen, so haben die Salze zweifache Wirkung: 1. Durch die Anderuny 
des px und 2. durch einen besonderen ,,Salzeffekt‘*. Es wurde besonders 
bei der Gelatine gezeigt, daB Natriumchlorid, das den py-Wert der 
elektrodialysierten Gelatine nur wenig beeinfluBt, die y*-Werte von 
etwa 0,35 auf 0.48 erhéht (Tabelle VI). Bei der Alkoholkoagulation 
der Gelatine werden solche Salzeffekte als eine ,,stabilisierende Wirkung: 
beschrieben!. Neutralsalz kann die Gelatineteilchen in einem Disper 
sionsmittel mit niedriger Dielektrizitatskonstante durch Dipolwirkung 
irgendwie auf!laden, solvatisieren? oder eine Desaggregierung hervorrufen 
Es ist sehr wahrscheinlich, daB die Fallbarkeit nicht ausschlieBlich von 
der TeilchengréBe bedingt ist, sondern auch von der Gesamtladung und 
Ladungsverteilung (bei konstanter Teilchengr6Be) abhangt®. In diese: 
Arbeit wurde dies am deutlichsten am Beispiel des Ovalbumins gezeigt 
(Tabelle V). Aus den Ergebnissen der Fallbarkeit bei verschiedenem py 
ist zu ersehen, daB die y*-Werte deutlich vom py abhangen; die mit Hilfe 
der Ultrazentrifuge von Svedberg, Nichols und Sjégren* ausgefiihrten 
Messungen aber zeigten, daB zwischen py = 4—9 eine Anderung der Teilchen 
gréBe des Ovalbumins nicht stattfindet. 
Welchen y*-Wert soll man nun fiir die Konstruierung de1 
y* log M-Geraden verwenden ’? Die Titrationen bei ein und demselben 
pu an allen Gliedern einer Reihe auszufiihren ware kaum méglich und 
auch nicht richtig, da die Fallbarkeit nicht immer gleichartig von dem 
Absolutwert des px abhangt, sondern von dem isoelektrischen Punkte 
bedingt ist. Am richtigsten ware es, die Titrationen immer am iso 
e'ektrischen Punkt cder bei einem py auszufiihren, das nicht weit vom 


' Br. Jirgensons u. A. Jirgensons, Kolloid-Zeitschr. 76,° 182, 1936. 
2 Br, Jirgensons, chenda 47, 236, 1929. — * Vgl. Wo. Pauliu. L. Hofmann. 
Kolloid-Beih. 42, 34, 1935; FE. J. Cohn, Naturwiss. 20, 663, 1932; C. 1 
A. Schmidt, The Chemistry of the Amino Acids and Proteins, 1938. 
4 The Svedberg u. J. B. Nichols, J. Amer. Chem. Soc. 48, 3081, 1926; J. / 
Nichols, ebenda 52, 5176, 1980: B. Sjégren, ebenda 52, 5187, 1930. 
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isoelektrischen Punkt liegt. Im Falle von Albumin und Gelatine ver- 
wendet man am besten reine, elektrolytfreie Lésungen (ohne Puffer), 
da auch die Salze einen bestimmten Einflu®B auf die Fallbarkeit haben. 
Mit Edestin dagegen, das den iscelektrischen Punkt bei py — 6,8 hat. 
kann man die Titrationen in rein wasseriger Lésung nicht ausfiihren, 
da dieses Protein im Wasser unldéslich ist. Man arbeitet dann in Lésungen. 
deren pxu-Werte méglichst nahe am _ iscelektrischen Punkte liegen: 
z. B. haben die Lésungen von Edestin und dessen Abbauprodukten in 
8.0 molarer Harnstofflésung ein py von 6,7 bis 7,7 

Ferner wurde die Abhangigkeit zwischen Fallbarkeit und Konzentration 
der fallbaren Substanz (c) bei verschiedenem py untersucht. Aus dem 
Versuchsmaterial ist ersichtlich, da& tm Falle der Proteine sowie deren 
Abbauprodukte (mit Ausnahme der Aminosiuren), gemaB der Theorie von 
G. V. Schulz', meistens ein geradliniger Zusammenhang zwischen Fallbarkeit 
und dem Logarithmus der Konzentration besteht. Die Lage der Geraden 
scheint aber, im Falle der Proteine sowie deren Abbauprodukte, nicht 
nur von der Teilehenform, sondern auch von anderen Bedingungen, haupt- 
sichlich von der vom px bedingten Aufladung der Teilehen abhangig zu sein. 


Versuchsteil. 


Getrocknetes Ovalbumin von der Firma EF. Merck wurde gelést, filtriert 
undam Anfang mit geringer Spannung, spater mit 120 Volt elektrodialysiert. 
Nach zweitagiger Elektrodialyse war die Lésung praktisch elektrolyt- und 
globulinfrei. Dann wurden die ausgeflockten Globuline abfiltriert und die 
Konzentration des Albumins bestimmt. Es wurden nur frisch hergestellte 
Lésungen verwendet: Toluol als Schutzmittel wurde nicht benutzt, weil 
dieser Stoff die Resultate der Fallbarkeit beeinflussen kann. Die Leit- 
fahigkeit der gereinigten Albuminlésung war 2,08- 10-* rez. Ohm, das 
Pu = 4,95. 

Die Gelatinesole wurden durch Auflésen elektrodialytisch gereinigter, 
gequollener Gelatine (Gelatine ,,Golddruck*’ von #. Merck) in dest. Wasser 
hergestellt. Die Gelatine wurde insgesamt 3 Tage bei 120 Volt elektro- 
dialysiert und durch Erwarmung auf 80° gelést. 

Die Edestinsole wurden durch Lésen von Edestin (Edestin aus Hant- 
samen von der Firma Hoffmann-La-Roche) in 2n NaCl hergestellt und 
filtriert. 

Die Lysalbinséure wurde dure! Abbau des Ovalbumins mit NaOH her- 
gestellt. Zu 50 cem 10° iger Albuminlésung wurden 100 cem 0,3 n NaOH 
zugegossen und das Gemisch 1'/, Stunden auf 70—85° erwirmt. Nach dem 
Erkalten wurde mit 2n HCl! bis zur schwach sauren Reaktion versetzt, det 
gebildete Niederschlag abfiltriert und das Filtrat gegen warmes Wasser 
bis zum Verschwinden der Cl’-Reaktion dialysiert. Das Dialysat wurde 
auf dem Wasserbade auf ein kleines Volumen eingeengt und zu den Titra- 
tionen verwendet. Das mittlere Molekulargewicht dieser Substanz wurde 
durch Fallungstitration zu 4400 bestimmt ?. 

Das Abbauprodukt des Edestins wurde durch Lésen von Edestin in 
8,0 mol. Harnstofflésung und 12stiindige Erwéirmung dieser Lésung her- 
gestellt. Das durchschnittliche Molekulargewicht dieses Abbauprodukts 


1G. V. Schulz, Zeitschr. f. physik. Chem. A 179, 321, 1937. > B. Jirgen- 
sons, Kolloid-Zeitsehr. 98, 70, 1942. 
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wurde durch Fallungstitration zu 3800 —5300 bestimmt (eine Arbeit iibe: 
diese Abbauprodukte erscheint demniichst)’. 

Die py-Messungen wurden mit einer Chinhydronelektrode oder (in 
einigen besonderen Fallen) mit Indikatoren vorgenommen. 

Die Titrationen wurden in der iiblichen Weise mit reinem Aceton bis 
zur beginnenden Triibung ausgefiihrt. Im Falle der Aminosaéuren, wo seh: 
viel Aceton zur Ausfallung nétig ist, wurden nur 2,0 cem der Lésung fii 
die Titration genommen, fiir Polypeptide und Proteine dagegen 5,0 cem 
Bezeichnet man dieses Anfangsvolumen mit vy und das fiir die Fallung 
notwendige Volumen des Acetons mit ¥, so ist 

y* = 

Die Konzentration der fallbaren Substanz am Triibungspunkt (c) 

errechnet man nach der Gleichung 
Reiss: 
v-+vy %’ 


wobei ¢, die Konzentration der fallbaren Substanz zu Anfang (vor Aceton- 
zusatz) bedeutet. 
Die Ergebnisse sind aus den Ta- 














40 | es - ] bellen und Abbildungen zu ersehen. In 

_—:—;_ Abb. 1 ist die Abhangigkeit der Fallbar- 

ng Gales: eT keit von der Temperatur fiir ein elektro- 

ee See IAL age: ER dialysiertes Ovalbumin (c, 0,8%. 

j pu 4,89) und eine elektrodialysierte 

1} Aim is ae Gelatine (c, = 0.5%, pu = 5,3) darge- 
stellt. 

| H Aus Tabelle | und Abb. 2 und 3 ist 

¥ scabies oe ae Abhangigkeit der Fillbarkeit einiger 


Abb. 1. Abhiingigkeit der Fallbar. Aminosdéuren von der Konzentration bei 
keit von der Temperatur. I — Ge- 


-erschiedene zu ersehen, aus Ta- 
latine ; Il — Ovalbumin. verschiedenem pu orme im ° 


belle IIT und Abb. 4 die Resultate mit 
Carnosin, aus Tabelle III die mit dem Natriumsalz der Lysalbinsaure. 
(Die Lésung der Lysalbinsiure, wurde mit NaOH bis zu dem ge- 
wiinschten py versetzt). 


Tabelle 1. Abhangigkeit der Fallbarkeit von der Konzentration 
bei verschiedenem pg. Versuche mit Aminosduren. T. = 20°. 


a) Glykokoll, v) = 2,0 cem. 








PH 4,60 | PH ) 
rh, om - cem a , * ° € % . x Cg % ay od v ccm i as ve ; e % 
4,0 3,13 0,610 1,56 4,0 2,80 0,583 1,67 
2,0 5,28 0,726 0,550 = 4,72 0,702 0,594 
1,0 6,87 0,775 0,225 1,0 7,68 0,794 0,206 
0,5 9,63 0,828 0,086 0,5 9,95 0,834 0,084 
0,25 11,70 0.855 0,036 125 11,86 0,856 0,036 


' B. Jirgensons, J. prakt. Chem., im Druck. 
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Tabelle L (Fortsetzung). 
b) Leucin, vy = 2,0 ccm. 
PH 4,5 PH Pe 
fa % v aa F 4 . Cc & 4% ; aie ee 4 °% 
1,0 2,92 0,594 0,407 1,0 2,80 0,583 0,417 
0,5 7,00 0,778 0,111 0,5 6,53 0,766 0,117 
0,25 10,16 0,836 0,041 0,25 0,850 0.038 
c) Asparaginsaures Na. 
PH 5,5 PH 6,2 Pu 7,5 
0,533 1,87 0,583 1,67 0,538 1,85 
0,638 0,740 0,664 0,672 0,655 0,690 
0,702 0,298 0,738 0,262 0,734 0,267 
0,766 0,117 0,781 0,110 0,784 0,108 
0,817 0,056 0,820 0,045 0,838 0,040 
d) Glutaminsaures Na. 
Px = 5,8 Pu 6,3 PH 7,3 
a eee e % paar iment e % ot ae 
0,715 0,457 0,710 0,464 0,678 0,323 
0,783 0,173 0,788 0,177 0,780 0,110 
0,824 0,071 0,824 0,071 0,859 0,035 
0,858 0,028 0,859 0,028 0,876 0,015 
09 = sbeass races timsnietchscsS 
| 
=<, 
08: at, 
‘ Ties | 
| ees | 
7 ie | 
Ob} a 
pa=27 | 
as — 
log c- 05 —= 
Abb. 2. Glykokoll. Abhingigkeit der Fiillbarkeit von der Konzentration 
bei Dy 4,6 und Px 2 
8 — 
y" « DPy=53 ih Ss. 
46 pa-62 .. 
De 75 
45 +--+ +- a 


Abb. 3. 


log C0 — 


Asparaginsaures Na bei verschiedenem py. 
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Tabelle Il. Fallbarkeit des Carnosins (N-f-Alanyl-histidins) 





bei verschiedenem py. T. = 20°. 
PH 7.5 Pu 6,6 Pu 7,5 Pu 6,6 
i _* c 4 ’ * c % 1 . c % y* c % 


0,573 0,855 0,553 0,897 0,677 0,162 | 0,686 0,157 
0,626 0,374 0,628 0,372 0,730 0,068 0,744 0,064 
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Abb. 4. Carnosin (N-3-Alanyl-Histidin). 


Tabelle II]. Fallbarkeit des lysalbinsauren Na 





bei verschiedenem py. T. 20°. 

Pu 5,7 Pa 7,6 
0,457 0,544 0,630 0,370 
0,566 0,219 0.645 0,177 
0,627 0,093 0,675 0,081 


Abb. 5 zeigt die Resultate mit dem Abbauprodukt des Edestins. Das 
Gemisch wurde nach dem Abbau nicht vom Harnstoff befreit, sondern 
nur mit Salzsiure bis zu einem bestimmten px versetzt. In Tabelle LV 
und Abb. 6 sind die Ergebnisse mit 
Edestin in 2n NaCl zusammen 


-—— anil lilacs 
~~, | 7H “98 j Lote 
| Ne ve ste lit ° 
ame ee ee tae 
‘ Dn-67 " Tt jeeeee po 
| | acting | 
x | 
"ash | = 2 ae es a 
7 45 | 43 mest 
| A at Dy=6,7 i, 
Pr fii 
|  ———— 7 a Waa! Gg p-—_—_———_—____________J 
0 70 20 af) 10 20 
10g C+ 70° —o log ¢- 70° —e= 
Abb. 5. Abbauprodukt des Edestins. Abb. 6. Edestin in 2n NaCl. 


Tabelle TV. Fallbarkeit des Edestins in 2n NaCl-Lésung 
bei verschiedenem py. T. 20°. 





pu 6,1 Pu = 6,9 pa 61 pu = 6,9 
0,288 1,426 0,317 1,362 0,314 0,171 0,342 0,165 
0,294 0,706 0,323 0,677 0,324 0,084 

0,303 0,347 0.325 0,338 
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In allen diesen Fallen (auch bei den Aminosauren und Polypeptiden) 
wurde das py durch Hinzutiigen von NaOH oder HCl geandert; nur in 
den weiters angefiihrten Versuchen mit Gelatine und Albumin wurde das py 
mittels Phosphat- oder Acetatpuffern eingestellt. 
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log c- 10° —e= 


Abb. 7. Ovalbumin. 


Tabelle V. Abhangigkeit der Fallbarkeit von der Konzentration 








bei verschiedenem py. Versuche mit Ovalbumin. T. 15°. 
Vy 5,0 cem. 
Ca % reem j * c% Cs % ry ecm y* ¢ % 
a) Py = 4,38, Acetatpuffer b) px 4,72, Acetatpuffer 
~ 0,01 mol. im Gemisch. ~ 0,01 mol. im Gemisch. 
0,8 2,00 0,308 0,552 0.8 1,68 0,252 0,584 
0,4 2,52 0,335 0,276 0.4 1,78 0,263 0,296 
0,2 3,08 0,381 0,124 0,2 1,90 0,276 0,145 
0,1 3,26 0,395 0,061 0,1 1,86 0,271 0,073 
Ca °o reem y* ie 


c) Pg = 6,59, Phosphatpuffer, ~ 0,01 mol. im Gemisch. 


O.8 3,22 0,392 0,485 
0,4 5,16 0,509 0,198 
0,2 8,70 0,635 0.076 
0,1 13,23 0,726 0,027 


Tabelle VI. Fallbarkeit von elektrodialysierter Gelatine 





bei verschiedenem py. T. 25°. 
* 0 4 @ e% * 
a) Reine Gelatine b) Gelatine + NaCl c) Acetatgepufferte 
pH 5,2. (0,5 Mole im Liter) Gelatine (Acetat ~ n/100) 
0,342 1,31 Pu = 5,24. Pu = 4,48. 
0,329 0.671 0.499 0,501 0,495 0,505 
0,340 0,330 0,479 0,260 0,500 0,250 
0,344 0,164 0,469 0,133 0,520 0,120 


0,328 0,083 0,450 0,069 0,531 0.056 











Br. Jirgensons: EinfluB von py und Temperatur usw. 


Tabelle VI (Fortsetzung). 





7° e% ¥* c% 7° € % 


d) Gelatine + Acetat- e) Acetatgepufferte f) Gelatine + Phosphat- 
puffer ~ n/10 Gelatine (Acetat ~ n/5) puffer ~ n/100 
gu = 4,47. pu = 4,60. Pu = 6,06. 
0,470 0,530 0,484 0,516 0,537 0,464 
0,466 0,267 0,469 0,265 0,571 0,215 
0,468 0,133 0,456 0,136 0,603 0,099 
0,462 0,067 0,452 0,068 0,646 0,044 


Zusammenfassung. 


Der Einflu8B von Temperatur und px auf die Fallbarkeit von 
Ovalbumin, Gelatine und Edestin, sowie von einigen Abbauprodukten 
dieser Proteine durch Aceton wurde untersucht. Die Konzentration 
der fallbaren Substanz wurde regelmaBig gedindert und die Abhangigkeit 
der Fallbarkeit von der Konzentration bei verschiedenem py untersucht 

Es wurde festgestellt, daB im Falle des Ovalbumins die fiir dic 
Ausfallung nétigen Acetonmengen mit wachsender Temperatur sich 
erniedrigen: im Falle der Gelatine dagegen mit der Temperatur zu 
nehmen. 

Die Fallbarkeit der Aminosauren andert sich nur wenig, wenn das py; 
zwischen 4,5 und 7,7 variiert wird. Die Abhangigkeit zwischen Fallbar 
keit und dem Logarithmus der Konzentration der Aminosauren ist 
keine lineare Funktion. 

Die Fallbarkeit der polypeptidahnlichen Abbauprodukte (mit 
einem Molekulargewicht zwischen 1000 und 8000) andert sich be- 
trachtlich, wenn der py-Wert um mehrere Einheiten geandert wird. 
Die Abhangigkeit zwischen Fallbarkeit und dem Logarithmus der 
Konzentration ist im allgemeinen eine lineare. 

Die Fallbarkeit des Ovalbumins und der Gelatine variiert mit der 
Anderung der Wasserstoffionenkonzentration stark, die Fallbarkeit des 
Edestins weniger. Die Abhangigkeit zwischen Fallbarkeit und dem 
Logarithmus der Konzentration ist meistens eine lineare. 

Fiir die Molekulargewichtsbestimmungen der Abbauprodukte sind 
nur solche Fallbarkeitswerte brauchbar, die bei einem py ermittelt 
wurden, das nicht mehr als um etwa 0,4 bis 0,8 pa-Einheiten vom iso 
elektrischen Punkte des Proteins entfernt liegt. Da auch Neutralsalze 
einen bestimmten EinfluB auf die Fallbarkeit haben, ist die Verwendung 
von Salzpuffern nicht vorteilhaft. 


Dem Vorstand des Analytischen Laboratoriums, Herrn Prof. D1 
M. Strawmanis, dankt Verfasser fiir das groBe Entgegenkommen, das e1 
ihm wahrend der Ausfiihrung dieser Arbeit zeigte. 
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Uber Beziehungen zwischen Glykogengehalt, 
Fettgehalt und respiratorischem Quotienten 
der Rattenleber'’. 

Von 


Helmut Hindemith. 


(Aus dem Institut fiir Pharmakologie und experimentelle Therapie der 
Universitat Breslau.) 


(Eingegangen am 19, Januar 1942.) 


Der respiratorische Quotient gibt, bequemer als Nahrungsmittel- 
bilanzversuche, einen guten Einblick in die im Kérper stattfindenden 
Verbrennungsvorginge. Seine Héhe wird bestimmt durch den prozen- 
tualen Anteil der einzelnen Nahrungsstoffe, Kohlenhydrate, Fette und 
EiweiB, an der Verbrennung und durch eventuell stattfindende Trans- 
formationen. Er erreicht deshalb kaum die theoretisch méglichen 
Grenzwerte von 1;0 fiir reine Kohlenhydratverbrennung und 0,7 fiir 
reine Fettverbrennung oder iiberschreitet diese, sondern liegt meistens 
dazwischen. Mit Hilfe des ein MaB fiir die EiweiBverbrennung ab- 
gebenden Harnstickstoffs kann man den Anteil der einzelnen Nahrungs- 
stoffe an den Verbrennungsvorgingen errechnen. 

Ebenso hat man ihn mit Vorteil an isolierten Organen oder Gewebs- 
schnitten bestimmt. Er gibt hier einen summarischen Uberblick iiber 
die Richtung von Stoffwechselvorgingen, der aber durch eine Bilanz 
der einzelnen Stoffwechselprodukte erginzt werden muB. 


Beim Studium pharmakologisch wirkender Substanzen auf Stoff- 
wechselvorginge in der Rattenleber zeigte sich eine auffallende In- 
konstanz der respiratorischen Quotienten bei den einzelnen Tieren. 
Wir erhielten dabei Werte, die zwischen 0,57 und 0,9 lagen. Um ein 
vergleichsfihiges, der statistischen Auswertung dienendes Zahlen- 
material zu erhalten, muBten wir an einer groBen Anzahl Ratten die 
respiratorischen Quotienten der Leber feststellen. Dabei, aber auch 
wegen der Bedeutung fiir die normalen Stoffwechselvorgainge, schien 
es wichtig, einen Einblick in die Beziehungen des _ respiratorischen 
Quotienten zu direkt mefSbaren Faktoren zu erhalten. Aus weiter 
unten dargelegten Griinden bezogen wir deshalb die Bestimmung des 
Glykogen- und Fettgehalts der Leber mit in die Untersuchungen ein. 


1 Die Untersuchungen wurden durch finanzielle Unterstiitzung aus 
dem Rochefond der Deutschen Forschungsgemeinschaft erméglicht. 
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342 H. Hindemith: 

Dickens und Simer! unterscheiden auf Grund ihrer Untersuchunger 
mit der direkten Methode der CO,-Bestimmung bei der Ratte Organe mit 
niedrigem (Niere, Leber, Darmschleimhaut ), mittlerem (Submaxillaris, Testes, 
Milz) und hohem Kohlenhydratquotienten (Retina, Hirnrinde). Der fii 
die Lebern aus neun Versuchen errechnete Mittelwert von 0,79 bezieht sich 
auf Ratten, die bis zum Zeitpunkt der Tétung gefressen hatten. Die an 
gegebenen Grenzwerte von 0,69 und 0,87 geben einen Einblick in die indi- 
viduellen Streuungen bei Tieren, die unter gleichen Fiitterungsbedingungen 
gehalten sind. Bei Ratten, die iiber 24 Stunden gehungert hatten, lagen di: 
Werte mit 0,57 bis 0,63 wesentlich tiefer. Diese Unterschiede weisen auf die 
Bedeutung des Ernahrungszustandes hin. Jowett und Quastel? finden eine 
Abhangigkeit der Acetesssigsiurebildung in der Meerschweinchenleber vom 
Ernahrungszustand der Tiere, diese ist gréBer bei Tieren, die langere Zeit 
gehungert hatten. Es wird die Frage aufgeworfen, ob bei geringer Acet 
essigsdurebildung bei gut ernahrten Tieren weniger Fette zugunsten von 
Kohlenhydraten verbrannt werden, oder ob die Fette im ,,Feuer der Kohlen 
hyd:ate“ nur besser, d. h. vollstindiger zu H,O und CO, verbrannt werden. 
Beide Mégiichkeiten wiirden das Vorhandensein gréBerer Mengen verbrenn- 
barer Kohlenhydrate verlangen. 

Die Schwankungen des respiratorischen Quotienten bei Anderung de: 
Stoffwechselvorgange sind sehr gering. Beriicksichtigt man lediglich die 
volilstandige Verbrennung von Kohlenhydraten und Fett und verteilt den 
verbrauchten Sauerstoff auf verschiedene Anteile von Kohlenhydrat und 
Fett, so erhalt man am Beispiel der Atmung der Rattenleber die in Kolonne 3 
der Tabelle I niedergelegten Werte. Nimmt man an, da8 10% des zur 
Oxydation der Fette verbrauchten Sauerstoffs nur zur unvollstandigen 
Verbrennung (z. B. bis B-Oxybuttersaiure) verwendet werden, so gelten die 
Werte in Kolonne 4. 

Tabelle I. 





1. 2. Sk 1. 2. 3. 4. 
Kohlenhydrat Fett RQ. RQ. Kohlenhydrat Fett RQ. RQ. 
50% 60% 0,853 | 0,780 70% 30% 0,910 0,840 
60 % 40% 0,883 | 0,810 | 75% 25 % 0,930 0,855 


Bildung von Ketonkérpern als unvollstandige Abbauprodukte der Fett 
siuren erniedrigen also den respiratorischen Quotienten. Die in der zitierten 
Literatur erwihnten Beziehungen zwischen Ernahrungszustand und respira 
torischem Quotienten einerseits und Acetessigsaurebildung andererseit= 
lassen sich somit auf denselben Nenner bringen. 

Unterschiede des respiratorischen Quotienten, die den methodischen 
Fehler (0,01—0,03) iiberschreiten, haben also schon eine betrachtliche Verschie- 
bung der Stoffwechsellage zur Ursache. Zur Erfassung derartig kleiner Aus 
schlage mu8 aber unter Beriicksichtigung der oben angefiihrten Grenzen det 
Kollektive zur Errechnung eines vergleichsfahigen Mittelwertes ein Kollektiy 
mit einer betrachtlichen Zahl von Einzelbeobachtungen geschaffen werden. 
eine Bedingung, die bei der Kostspieligkeit des Tiermaterials oft nicht ein 
gehalten werden kann. Mittelwerte aus wenigen Versuchen zur Beurteilung 


1 F. Dickens u. F. Simer, Biochem. J. 24, 905 u. 1301, 1930. 
2M. Jowett u. J. H. Quastel, ebenda 29, 2181, 1935. 
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von Stoffwechselvorgingen zu bilden ist wertlos, auch wenn anscheinend 
die Werte eng beisammenliegen. Zur Beurteilung von Stoffwechselwirkungen 
irgendwelcher Substanzen bleibt deshalb nur iibrig, vergleichende Unter- 
suchungen an Schnitten ein und desselben Organs, besser noch Organ- 
stiickes, anzustellen. Schwierigkeiten ergeben sich dabei bei Untersuchungen 
nach chronischer Einwirkung. Hier wird man die Untersuchung groGBer 
Kollektive nicht umgehen diirfen, oder nur groBe Ausschlage verwerten 
konnen. 


Methodik. 


Samtliche Untersuchungen wurden an weiben Ratten durchgetiihrt, 
die lange Zeit bei einer Diait von Kartoffeln, Haferschrot, Kleie und Riiben 
gehalten wurden. Die Versuche erstrecken sich aut die Zeit von Marz bis 
Oktober 1941. Das Gewicht der Tiere schwankte von 130 bis 310 ¢. Alle 
Tiere hatten bis zum Versuchsbeginn gefressen. 

Die Tiere wurden durch Nackenschlag und Entbluten getétet, die 
Leber schnell herausprapariert und in kérperwarmer Ringerlésung auf- 
hewahrt. Von den beiden groBen Leberlappen wurden gesondert Rasier- 
messerschnitte hergestellt, deren Dicke unterhalb der Grenzschnittdicke 
lag. Die gleichmaBigsten und gréBten Schnitte wurden herausgesucht, 
jeder in drei Teile zerschnitten und auf drei ReaktionsgefaBe verteilt. Jedes 
GefaiB enthielt 4—6 Schnitte in 1,8cem Phosphatringerlésung von py 7,4. 
GefiB 1 und 2 dienten zur Doppelbestimmung des respiratorischen Quotien- 
ten, GefaéB 3 zur Bestimmung der praformierten Kohlensiure der Gewebs- 
schnitte Das gleiche geschah mit den Schnitten des anderen Lappens, die 
auf die GefiBe 4, 5 und 6 verteilt wurden. Die praiformierte Kohlensaéure 
der Ringerlésung wurde in GefiB 7 bestimmt. GefaB 8 diente als Thermo- 
barometer. Die entstehende Kohlenséure wurde an gesittigte Barytlauge 
adsorbiert und nach Beendigung des Versuchs durch starke Salzsaéure wieder 
ausgetrieben. Wichtig ist, daB bestimmt kein BaCO, suspendiert ist, die 
Filtration muB direkt vorher vorgenommen werden. Geschiittelt wurde 
im Thermostaten bei 37,69 bei einer Frequenz von 100 Schwingungen in de 
Minute, mit einer Exkursion der GefaBe von 6cem. Die Versuchsdaue1 
betrug jedesmal 2 Stunden. Bei Beachtung der oben angefiihrten MaB- 
nahmen gelingt es, den respiratorischen Quotienten in Doppelbestimmungen 
mit einer Genauigkeit von 0—0,03 (selten mehr) zu bestimmen. — Wir 
folgten also hier im allgemeinen den Vorschriften von Dickens und Simer?. 

Der Glykogengehalt wurde in etwa lg des bei der Herstellung der 
Schnitte iibrigbleibenden Lebergewebes jedes Lappens nach der Methode 
von Pfliiger in der Modifikation von Good-Kramer-Somoqyi* festgestellt, die 
Glucose nach Hagedorn-Jensen bestimmt. Die gleichzeitige Bestimmung 
des respiratorischen Quotienten und des Glykogens ein und desselben 
Leberlappens hatte zur Vermeidung gréBerer Glykolyse schneilstes Arbeiten 
zur Voraussetzung. 

Zur Bestimmung des Fettgehalts wurde der bei der Herstellung der 
Schnitte iibriggebliebene Leberrest gewogen, im Hochvakuum getrocknet, 
pulverisiert und im Soxhlet-Apparat mit heibem Alkohol extrahiert. Nach 
einem Reinigungsproze8* wurden die Fettsauren gravimetrisch bestimmt. 


! F. Dickens u. F. Simer, Biochem. J. 24, 905 u. 1301, 1930. — 2 C. A. 
Good, H. Kramer u. M. Somogyi, J. of biol. Chem. 100, 485, 1933. — * Genaue 
Darstellung der Methode erfolgt demnachst in Naunyn-Schmiedebergs 
Archiv. 
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AnschlieBend wurde noch die Jodzahl nach dem Vertahren von Wijs fes: 


gestellt. 
Die Ergebnisse wurden einer mathematischen Auswertung unte: 
zogen, indem die Korrelationskoeffizienten zwischen respiratorischem 
Quotienten und Glykogengehalt einerseits und dem Fettgehalt und de: 
Jodzah| andererseits nach der tiblichen Formel, ebenso die Streuung 
des Korrelationskoeffizienten errechnet wurden. 


Ergebnisse. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen an 41 weifen Ratten sind in 


Tabelle II dargestellt, die die errechneten Korrelationskoeffizienten zeigt 


Tabelle II. 





Zahl der 


Wertepaare Korrelationskoeffizient 


Respirationsq uotient 


33 0,75 + 0,0 
Glykogengehalt bilesisitegirare 
Respirationsquotient 
) - 0,43 + 0,13 
Fettgehalt i 0,43 + 
Respirationsquotient 40 — 0,16 + 0,15 
Jodzahl 


Der Glykogengehalt der Rattenlebern variierte betrachtlich. Er 
schwankte von 0,3 bis 389/5), stimmt aber in der GréBenordnung iiberein 
mit den Ergebnissen anderer Untersucher. 

Die groBen Schwankungen erwiesen sich fiir unser Vorhaben als vortei! 
haft. Der von Seckel und Kato! aufgezeigte Cyclus des Glykogengehalts 
kénnte vielleicht fiir die bei uns vorhandenen groBen Schwankungen ver 
antwortlich gemacht werden, da wir uns nicht an eine bestimmte Tageszeit 
gebunden haben, sondern die Tiere zu verschiedenen Tageszeiten zwischen 
morgens und mittags téteten. Neben diesen rhythmischen Schwankungen 
spielen aber sicherlich noch andere Faktoren eine Rolle. Die durch dic 
Kriegszeit bedingte knappe Ernahrung wird mit fiir die extrem niedrigen 
Glykogenwerte verantwortlich zu machen sein. 

Die Schwankungen des Glykegengehalts beziehen sich nicht nu: 
auf die einzelnen Tiere, sondern auch innerhalb derselben Leber, zwische: 
zwei Leberlappen treten Unterschiede im Glykogengehalt auf. Dir 
Tabelle III zeigt auch die Abhangigkeit des respiratorischen Quotiente! 
vom Leberglykegen, sogar beim gleichen Tier. Dieses Parallelgehen 
kommt nicht immer so wie bei diesen ausgewahlten Beispielen zun 


1 H. P.G. Seckel u. K. Kato, Arch. of Path, 25, 347, 1938. 
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Ausdruck, ist aber durch den hohen positiven Korrelationskoeffizienten 





vesichert , 
Tabelle IT. 

Tier Oberer Lappen . = Unt rer Lappen 

Nr. RQ. Glykogen RQ. Gly kogen 
52 0,67 11,5 ®00 0,61 7,7 | Pm 
Ae . ar O/ > F 0 
56 0,64 1.0 */00 0,61 5,1 00 
57 0,78 32,9 "Joo 0,69 24,5 9/0 
79 0,70 20,5 Jo, 0,64 18,2 7/4, 


Der respiratorische Quotient zeigt Werte, die zwischen 0,58 und 0.85 
liegen. Der Fettgehalt schwankt von 3,4 bis 6,1°, des Leberfrisch- 
gewichts. 

Der Zusammenhang zwischen respiratorischem Quotienten und 
Glykogengehalt ist mit r = 0,75 beinahe funktionell. Diese feste Be- 
ziehung spricht fiir die zentrale Stellung der Glykogenumsetzungen fiir 
die Gestaltung des respiratorischen Quotienten. Der Fettgehalt spielt 
dabei nur eine sekundiare Rolle, ist jedoch immer noch daran beteiligt, 
wie der Korrelationskoeffizient zeigt. Die untergeordnete Bedeutung 
des Fettgehalts zeigt sich z. B. auch darin, daB so deutliche Zusammen- 
hinge, wie wir sie fiir das Glykogen in Tabelle III wiedergegeben 
haben, nicht bestehen. Die Beziehungslosigkeit des respiratorischen 
Quotienten zur Jodzahl der Fette spricht dafiir, daB bei einer Mehr- 
verbrennung von Fett die Zwischenprodukte, wie etwa ungesattigte 
Sauren (die Dehydrierung wird vielfach als erster Schritt des Fett- 
siureabbaus, wenn auch nicht unwidersprochen, angenommen). nicht 
liegenbleiben. sondern sofort weiter verbrannt werden. 


Diskussion. 

Unsere Ergebnisse geben in der sogar zahlenmaBbig gesicherten 
Abhangigkeit des respiratorischen Quotienten vom Glykogen- und 
‘ettgehalt eine Erklarung der Befunde sowohl von Dickens und Simer 
als auch von Jowett und Quastel, die beide die urspriinglichen Zusammen 
hange noch nicht definieren konnten, sondern nur Einfliisse der Fiitterung 
vermuteten. 


Bei pharmakologischen Untersuchungen chronischer Art besteht 
nach unseren Feststellungen jetzt die Méglichkeit, pharmakologische 
Angriffspunkte durch Stérung der von uns mitgeteilten statistischen 
GesetzmaBigkeit darzutun. So fand sich in anderen Versuchen am 
ganzen Tier!, da®B die fehlende Korrelation zwischen Fettgehalt und 


1 Siehe FuBnote 3 quf S. 343. 
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Jodzahl nach Behandlung mit Coffein aufhérte, als Zeichen dafiir, dal 
Umsetzungen beschleunigt stattfinden. Mit der Méglichkeit, auf diesem 
Wege Hinweise zu erhalten, gleicht sich die Mehrarbeit zur Gewinnung 
des notwendigen statistischen Materials aus. Die Aussagen werden 
damit fundierter und an Zahl vielleicht gar nicht einmal geringer. 


Zusammenfassung. 

1. An einer groBen Zahl von weiBen Ratten wird die Abhangigkeit 
des respiratorischen Quotienten von Schnitten isolierter Lebern vom 
Glykogen- und Fettgehalt untersucht. 

2. Je gréBer der Glykogengehalt, umso hoéher ist der respiratorische 
Quotient (Korrelationskoeffizient = + 0,75). Der Fettgehalt hat den 
umgekehrten EinfluB (7 0,43). 
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Untersuchungen 
iiber das Wesen der EiweifSdenaturierung 
durch Priifung der Reaktionsfihigkeit 
einiger nativer und hitzedenaturierter Proteine. 
Von 
K. H. Gustayson. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des C. J. Lundbergs Laderfabriks A.-B. 
Valdemarsvik, Schweden.) 


(Eingegangen am 26, Dezember 1941.) 


Es ist das groBe Verdienst von K. H. Meyer (1). festgestellt zu 
haben, daB in allen faserformigen Proteinen mehr oder weniger ge- 
streckte Hauptvalenzketten (Peptid) entlang der Faserrichtung geordnet 
sind und daB diese EiweiBketten ihre Form andern kénnen. Die For- 
schungen von Astbury (2), Speakman (3), Jordan Lloyd (4) und Weber (5), 
um einige Namen zu nennen, haben diese Anschauung weitgehend 
vertieft und erweitert. Das intensive Studium der Faserproteine hat 
auch dazu beigetragen, einen tieferen Einblick in die andere Klasse 
der Eiwei8kérper, die globuliren Proteine, zu erméglichen. Diese 
sollen nach der modernen Auffassung aus gefalteten, ungeordneten 
Ketten aufgebaut sein. 

Ein besonders bedeutsames Problem der modernen Proteinchemie 
ist das der Denaturierungserscheinungen. Beide Klassen erleiden bei 
verschiedenartigen Einwirkungen gewisse Anderungen ihrer Eigen- 
schaften. Am besten bekannt ist bei globulaéren Proteinen die Abnahme 
der Léslichkeit und die Ausflockung bei der Erhitzung ihrer Losungen 
und bei faserférmigen EiweiBkérpern das Schnurren der Sehnen. Uber 
die Denaturierungsvorginge ist viel gearbeitet worden, ohne daB in 
allen Einzelheiten eine zufriedenstellende Klarlegung des Mechanismus 
des Prozesses erreicht worden ist (6). 

Eine rein kolloid-chemische Deutung ist nicht befriedigend und 
eine Reihe von Beobachtungen stehen in besserem Einklang mit der 
Auffassung, daB bestimmte chemische Veranderungen der KiweiBkorper 
die Denaturierung hervorrufen. Wie Grassmann (7) bemerkt, sollte 
dieses Problem am besten an Faserproteinen, vorzugsweise am Kollagen, 
untersucht werden kénnen, da diese einen regelmaBigen und auch 
verhaltnismaBig einfachen Aufbau der Peptidketten unter Ausbildung 
kristallin geordneter Fasern aufweisen. Die Schrumpfung des Kollagens, 
wie der Sehnen und der Haut ist eingehend von Gerngross (8), Meyer (9), 
Wohlisch (10), Grassmann (11), Kiintzel (12) und ihren Mitarbeitern 
studiert worden. 
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Zum Verstandnis des Wesens der Hitzedenaturierung hat be 
sonders Astburys (13) réntgenanalytische Feststellung beigetragen, 
da die ungeordneten, geknaiuelten Ketten der nativen, globularen 
Proteine bei der Denaturierung in entfaltete Ketten iibergefiihrt werden, 
also aus dem ungeordneten und thermodynamisch wahrscheinlichen 
Zustand in eine geordnete, aber unwahrscheinliche Form. Die Hitze- 
denaturierung und Schrumpfung der faserférmigen Proteine wie 
Kollagen und Keratin andererseits wird als die umgekehrte Veranderung 
aufgefaBt, die parallel-orientierten und entfalteten Ketten werden zu- 
sammengeknickt und teilweise desorientiert (12, 14). 

Bei beiden Typen der Hitzedenaturierung werden wahrscheinlich 
die die Ketten und Micellen zusammenhaltenden Valenzkrafte ver- 
andert. Astbury ist der Ansicht, daB durch die bei der Denaturierung 
globularer EiweiBkérper zugefiihrte kinetische Energie eine Auf- 
lockerung der salzbildenden elektrovalenten Seitenkettenbindungen 
zwischen den Peptidketten bewirkt wird und daB diese durch andere 
Bindungen im neuen Zustand stabilisiert werden. Wie K. H. Meyer (15) 
betont, wiirde die Entfaltung einer zusammengeknickten Kette und die 
Ausschaltung solcher elektrovalenten Bindungen und Briicken erklaren, 
warum in vielen denaturierten Proteinen einige Gruppen (wie die 
SH-Bindungen) nachweisbar werden, die im nativen Zustand verborgen 
waren. Weiter sollte eine Ausbildung neuer Bindungen zwischen den 
Ketten infolge giinstiger stereochemischer Veranderungen erleichtert 
werden. Astbury und Lomax (16) postulieren drei verschiedene Etappen 
der Entwicklung eines globularen Proteins: 1. den nativen Zustand, 
2. den denaturierten Zustand, der als ein intermediaérer Zustand mit 
befreiten, zu neuen Bindungen geneigten Peptidketten aufzufassen ist, 
3. den koagulierten Zustand, in welchem die freigesetzten Ketten mit 
Hilfe neuer covalenter Riickgratbindungen in parallele Biindel zu- 
sammengefiihrt werden. Dieser Zustand ist irreversibel. Eine Reihe 
von Befunden stehen in Einklang mit der von Astbury entwickelten 
Hypothese der Verinderung der globularen Proteine bei Denaturierung 
in der Richtung gréBerer Ordnung und Orientierung, wie die Spinnbar- 
keit und gréBere Faserigkeit der denaturierten Form (17), die dabei 
zustande kommende Doppelbrechung (18); die Spreizung in molekularer 
Schicht denaturiert das urspriinglich globulare Eieralbumin zur Faser- 
form (19). 

Bei der Schrumpfung des Kollagens, einem Beispiel der Denatu- 
rierung fibrillarer Proteine, ist einerseits eine Lockerung gewisser 
Valenzkrafte zwischen den einzelnen Ketten und Micellen anzunehmen, 
die durch die infolge der erhéhten kinetischen Energie eintretenden 
sterischen Verinderungen und Zusammenknickungen der Ketten frei- 
gemacht werden. Eine durch die Zunahme des Peptidkettenabstandes 
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bei Schrumpfung verursachte Lockerung ware demnach zu erwarten. 
Interessant ist in diesem Zusammenhang, daB natives Kollagen mam- 
maler Herkunft von Trypsin nicht angegriffen wird, wahrend anderseits 
die geschrumpfte Form leicht verdaut wird (20). 

Als zusammenhaltende Krafte der Proteine kommen, auBer den 
covalenten Bindungen durch Cystinbriicken in einigen Proteinen (21), 
besonders die elektrochemischen Anziehungskrafte benachbarter ge- 
ladener Gruppen in Frage, wie die der Seitengruppen aus Diamino- und 
Dicarboxylresten, die sogenannte salzartige Bindung (22) und die 
koordinative Bindung durch benachbarte Peptidgruppen verschiedener 
Ketten (23), die auch als Wasserstoffbindung aufgefaBt wird (24). 

In einer Untersuchung iiber die Reaktionsfahigkeit verschieden- 
artig vorbehandelten Kollagens (HautbléBe und Hautpulver) wurde 
auch das Verhalten hitzegeschrumpfter Kollagene studiert. Da die 
Ergebnisse dieser Untersuchung von allgemeinem Interesse zu_ sein 
scheinen und da sie auBerdem neues Licht auf die Denaturierungs- 
vorgainge werfen, wurden auch Versuche iiber das Reaktionsvermégen 
anderer Proteine im nativen und denaturierten Zustand gegeniiber 
gewissen vom Eiweif irreversibel gebundenen Agentien ausgefiihrt. 


Die zusammenhaltenden Krifte des Kollagengitters. 


Etwaige salzartige Bindungen im Kollagen diirften aus der An- 
ziehungskraft entgegengesetzt geladener Restgruppen der Glutamin- 
und Asparaginsiure einerseits und der Lysin- und Arginingruppen 
anderseits stammen. Da nur ungefahr jeder sechzehnte Aminosaurerest 
aus Dicarboxyl-aminosaéuren bestehen soll* (25) und wahrscheinlich nur 
ein Teil dieser negativ geladenen Seitenketten in giinstiger Lage zu elektro- 
positiven Restgruppen naheliegender Peptidketten vorliegen diirfte, 
ist es offenbar, daB diese Art des Zusammenhaltens der Ketten nicht 
fiir die starke Kohasion der Kollagenstruktur verantwortlich sein kann. 
Manche Beobachtungen weisen dagegen auf das Vorhandensein anderer 
Valenzkrafte fiir die Versteifung des Gitters hin. Es ist angedeutet, 
daB diese Bindungen koordinative Natur besitzen und an die Peptid- 
gruppen lokalisiert sind. Ein Zusammenhang von Peptidgruppen ver- 
schiedener Peptidketten, bildmaBig wiedergegeben durch das Schema 

A 


CO...HN 
NH...0C 


v v 
wurde schon 1923 von Stiasny (26) behauptet, um die Peptisierung von 


* Die Periodizitat der Glutaminséure soll 24 und die der Asparagin- 
siure 48 (1/,, + 4/s, = 3/4, = "/1g) betragen. 
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Kollagen und Gelatine durch lyotrope Salze zu erklaren. Eine grofe 
Anzahl solcher an und fiir sich ganz schwacher Riickgratbindungen der 
langen Kollagenketten sollte zusammen eine starke und innige Ver 


festigung der Struktur erzeugen. 

Der Verfestigungsgrad der Ketten und Micellen der kollagenen Faser 
kann vorteilhaft durch das Widerstandsvermégen der Fasern gegeniibe: 
heiBem Wasser (Bestimmung der Schrumpfungstemperatur S,7) ge 
messen werden (27). Durch die Entladung der Carboxylionen der 
Ketten mit Hilfe von H-Ionen, z. B. mit einer HCl-Lésung vom pu-End 
wert 1,0, wird die Valenzwirkung zwischen den polaren Gruppen auf- 
gehoben und die Salzbindung vernichtet. Leider ist diese Saurewirkung 
der neutralsalzfreien Lésungen starker Mineralsiuren, die bendtigt 
werden, um sicher die vollstindige Entladung der Carboxylionen zu 
bewirken, mit einer bedeutenden Quellung der Fasern verkniipft. Diese 
Quellung fiihrt zu Desorganisation und Einknicken der Ketten, wodurch 
diese so weit voneinander geriickt werden, daB wahrscheinlich gleich 
zeitig eine Lockerung der an die Peptidgruppen lokalisierten Bindungen 
hervorgerufen wird. Eine scharfe Differenzierung der beiden Typen 
intermolekularer Valenzkrafte ist also nicht méglich. Beim Zusatz von 
Neutralsalzen kommt eine Pickelwirkung des Systems: Salz— Mineral 
sure als eine weitere Komplikation hinzu. Die Dehydratisierung der 
Haut proteine im Pickel erzeugt verbesserte HeiBwasserbestandigkeit (12) 
So wurde die Sp bei neutralem Hautkollagen (Bl6Be) durch eine Pickel 
behandlung in 8°%iger Kochsalzlésung mit Salzsiure vom py-End 
wert 1,2 von 69° auf 73°C erhéht, wahrend ohne Salz eine Herabsetzung 
der Sp um etwa 25°C beobachtet wurde. Kiintzel (12), der gleichartige 
Befunde mitteilt, hat besonders hervorgehoben und experimentell be 
wiesen, daB die osmotische Quellung und Desorganisation des Faser 
gefiiges, und nicht die Saurewirkung an und fiir sich, fiir die verminderte 
Hydrothermostabilitat ausschlaggebend ist. 

Nach der Beobachtung von Bergmann, Miinz und Seligsberger (28) 
quillt in Lésungen der recht starken $-Naphthalinsulfosiure die Haut 
nicht. Proben von Hautkollagen, entsprechend 2,00 g Kollagen, fixierten 
bei 120stiindiger Behandlung mit 100-ccm-Portionen m/5 Lésungen 
der f-Saure, mit einem px-Endwert von 1,2, 0,95 Milliaquivalente Saure 
auf 1g Kollagen. Durch die Vorbehandlung ist also eine vollstandige 
Entladung der Carboxylionen des Proteins ohne Schwellung médglich 
und zugleich eine quantitative Bestimmung des Einflusses der inneren 
Salzbindung auf die Festigkeit der kollagenen Fasern. Die Sp det 
siuregesittigten Probe war 56°C. Die Faserfestigkeit wurde durch) 
diese Vorbehandlung nicht verschlechtert, wie die Untersuchung de- 
in isoelektrischen Zustand iibergefiihrten Kollagens zeigte, und dic 
Menge der in Lésung gegangenen Proteine war nur 0,2 % des Gesamt 
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stickstoffs. Die mit HCl gesittigte HautbléBe hatte eine Sp von 35° C. 
Bei der entsprechenden Vorbehandlung des Fasergefiiges in einer 
Lésung von 2 mol. Calciumchlorid war der Proteinverlust 38 °, des Gesamt- 
stickstoffs; die ausgewaschenen Fasern hatten ihre Faserstruktur ganz 
verloren und waren teilweise verleimt. Die unscharfe S wurde in 
dem Temperaturbereich von 46°C lokalisiert. Vorbehandlung in einer 
2mol. Lésung von Rhodankalium ergab ein Produkt mit einer Sp 
von 32°C, 

Die lyotrope Wirkung ist. wie bekannt, nicht auf Elektrolyte 
beschrankt. Viele Nichtelektrolyte sind sehr wirksam. So wurde z. B. 
in einer Lésung von 4 mol. Harnstoff die Si, des Kollagens auf 35°C 
herabgesetzt und bei einer Temperatur von 40°C wurde HautbléBe 
darin innerhalb 48 Stunden vollstindig zerstért. Diese Befunde zeigen. 
daB die Gitterverfestigung des Kollagens nicht vorwiegend auf das 
Vorkommen elektrovalenter Bindungen zwischen entgegengesetzt ge- 
ladenen Gruppen der Seitenketten benachbarter Peptidketten zuriick- 
vefiihrt werden kann, sondern daB andere Gruppen, wahrscheinlich 
die Peptidgruppen, fiir das Zusammenhalten der einzelnen Einheiten 
bestimmend. sind. ; 

Erweiterte Kenntnisse der Natur dieser intermolekularen Krafte 
und ihrer Verinderungen bei der Einwirkung verschiedener Agentien 
auf Kollagen diirften neues Licht auf die Frage der EiweiBdenaturierung 
werfen. Die Untersuchungen iiber die Reaktionsfahigkeit des Kollagens 
nach verschiedenartiger Vorbehandlung haben bereits gewisse Anhalts- 
punkte gegeben. 


Der EinfluB verschiedenartiger Vorbehandlung des Kollagens 
auf seine Reaktionsfihigkeit. 


In einer fritheren Arbeit (29) wurde experimentell nachgewiesen. 
da eine Vorbehandlung von Kollagen (Hautpulver) mit Lésungen von 
Neutralsalzen lvotroper Natur, wie Calciumchlorid und Alkalirhodanat, 


das Bindevermégen des nach der Vorbehandlung gereinigten Kollagens 
gegentiber vegetabilischen Gerbstoffen und hochaggregierten Chrom- 
salzen bedeutend vergréBert. Die Aufnahme basischer Chromsulfate 
mittlerer Basizitaét und maBiger MolekulargréBe (Chromkomplexe mit 
2—5 Chromatomen), wie auch die starker Mineralsiuren, wurden im 
pu-Gebiet 1—2 durch die peptisierende Vorbehandlung des Kollagens 
nicht beeinfluBt. 

In Tabelle I werden Ergebnisse einiger anderer Vorbehandlungen 
der Hautbl6Be zusammengestellt. In diesen Versuchsreihen wurde der 
EinfluB irreversibler Veranderungen des Kollagens bei der Vorbehand- 
lung besonders beachtet. Bei jedem Versuch wurde eine 50 ¢ Kollagen 
entsprechende Menge neutraler BléBe (entkalktes Kalbfell) 120 Stunden 
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bei 20°C unter Toluol in 2 Litern der angegebenen Lésung behandelt. 
Dann wurde die Bl6Be neutralisiert, gewaschen und mit 0,1 mol. Bor- 
siurelésung wieder isoelektrisch gewaschen. Nach Abtropfenlassen 
wurden in der isoelektrischen Bl6Be Kollagen und Wasser bestimmt 
Das Verhaltnis von Wasser zu Kollagen gibt den Grad der irreversiblen 
Quellung des behandelten Kollagens an. In den fiir die Vorbehandlung 
benutzten Losungen wurde der Gehalt an in Lésung gegangenem Protein 
bestimmt. Die Behandlung der Bl6Be mit 4 mol. Harnstofflésung wurde 
durch 24 Stunden bei 359°C im Thermostaten vorgenommen. Fiir die 
Versuche mit denaturiertem Kollagen wurde Hautpulver anstatt Haut- 
bl6Be verwendet, weil diese bei der folgenden Nachbehandlung ungleich- 
maiBige Aufnahme der Gerbstoffe mit Anreicherung der Gerbstoffe in 
den auBeren Schichten und Verhinderung ihrer Diffusion in das Innere 
der BléBe zeigte. Bei denaturiertem Hautpulver wurde dieser Ubelstand 
vermieden. Das Hautpulver wurde 10 Minuten in Wasser von 85°C 
geschrumpft. 

Einige typische Vorbehandlungen sind in Tabelle IL angegeben. 
Weitgehende Schwellung des Kollagens wurde in Lésungen starker 
Mineralséure im py-Bereich der maximalen Schwellung des Kollagens 
beobachtet. Dieselbe Saurebehandlung in Lésungen mit Neutral- 
salzen (Pickelsystemen) eliminierte die Saéureschwellung. Entsprechende 
Vorbehandlungen wurden auch mit 0,1 n NaOH ausgefiihrt. Als ein 
Beispiel einer stark peptisierenden Saurewirkung wurde eine Vor- 
behandlung mit 3 mol. Essigséure (vom py 3.0) gewahlt. Die Reihen 
mit Caleiumchlorid und Harnstoff sind als Typen neutraler Verbindungen 
mit lvotroper Wirkung zu bezeichnen. Als Kontrolle diente die urspriing- 
liche Bl6Be, die auch die isoelektrische Nachbehandlung mit Borséure- 


lésung und folgende Reinspiilung durchgemacht hatte. 
Die auf verschiedene Weise vorbehandelte Bl6Be wurde danach 
mit vier Typen von Agentien in Reaktion gebracht: 1. mit Chromsalzen, 


« 


2. mit 0,1 n Salzséurelésung, 3. mit Gerbsulfosdure, 4. mit vegetabilli- 


schen Gerbstoffen. 

Es wurden zwei maBig basische Chromsalze! (Nr. 1 und 3) und 
zwei hochbasische Chromverbindungen starker Aggregation (Nr. 2 
und 4) ausgewahlt, beide mit kationischen Chromkomplexen. Weiterhin 
wurde auch eine hochaggregierte Sulfato-Sulfitoverbindung (30), mit 
380, auf 1 Cr,0,, hauptsachlich mit anionischen Chromkomplexen, 
untersucht. Isoelektrische BléBe oder Hautpulver entsprechend 1 g 
Kollagen wurde 2 Wochen mit 50 cem Chromsalzlésung in einer Kon- 


1 Die Basizitat einer Chromverbindung gibt AufschluB iiber das Ver- 
haltnis von Chrom und Saure. Zur Bezeichnung der Basizitat gibt man das 
Verhaltnis der an OH gebundenen Valenzen des Chroms zu den Gesamt - 
valenzen des Chroms in % an. ‘ 
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zentration von 20¢/Liter CroO, geschiittelt. In den gewaschenen 
Proben wurden die Mengen an gebundenem Chrom und Protein be 
stimmt. 

Fiir die Bestimmung des Saurebindungsvermégens wurde 1,00 ¢ 
Kollagen mit 25 cem 1,5 Vol.-°, NaCl enthaltender 0,1 n HCl-Lésuny 
48 Stunden geschiittelt. In der Restbriihe wurde die tiberschiissigy 
Saure titriert (Methyvlrot) und die vom Kollagen aufgenommene Saure 
indirekt ermittelt. 

Felzmann (37) und Otto (32) haben festgestellt, da polymere 
aromatische Sulfonsiuren und einfache synthetische Gerbstoffe der 


Sulfonsiureklasse (wie die Pentamethylennaphthalinsulfoséure) von 
Hautsubstanz irreversibel gebunden werden. Dabei entspricht die 


maximale Menge gebundener Sulfosiure dem Sauredquivalent des 
Kollagens (etwa 0,9 Millidquivalente Saure pro 1g Kollagen). In den 
angegebenen Versuchen wurden 2,0 g Kollagen entsprechende Bl6éBen.- 
mengen 24 Stunden in einer 5°%igen Lésung eines synthetischen Gerb 
stoffs geschiittelt (Tanigan DX der I. G. Farbenindustrie, welches den 
obengenannten Typen zugehért). Dann wurde die Behandlung weitere 
{8 Stunden in einer 10°/igen Lésung dieser Séure fortgesetzt. Aus der 
Analyse der getrockneten Proben auf Protein und Asche wurde die 
Menge an gebundener Gerbsulfosdure bestimmt. 

Zuletzt werden die Ergebnisse einer Reihe von Versuchen mit 
einem vegetabilischen Gerbstoff, nimlich Mimosaextrakt, eingestellt 
auf pu 4,0, beigefiigt. Diese Gerbungen wurden in einer Konzentration 
von 1% Gerbstoff begonnen und nach 72 Stunden mit frischer Lésung 
von 2 und 3% Gerbstoffgehalt wihrend 2 Wochen weitergefiihrt. Nach 
beendigter Behandlung wurden die von ungebundenen Gerbstoffen 
befreiten Proben nach der urspriinglichen Wilson-Kern-Methode 
analysiert. 

Aus den Zahlen der Tabelle I geht hervor, daB das Saurebindungs 
vermégen des Kollagens praktisch unabhangig von der Natur de! 
Vorbehandlung ist. Die Anzahl séurebindender Gruppen des Proteins 
wird also dabei nicht veraindert. Die Méglichkeit einer Zunahme der 
Anzahl freier sdurebindender Gruppen durch die Aufspaltung salzartiger 
Briicken, besonders im Falle erheblicher Schwellung und Desorganisation 
der Ketten, muS jedoch in Betracht gezogen werden. Solche Ver 
inderungen wiirden nicht die Saurebindungskapazitat, aber woh! 
die Titrationskurve verindern, und eine gréBere H-Bindung in einem 
Gebiet héherer pu-Werte verursachen. Diese Tendenz ist im Vergleich 
zum Kollagen besonders bei Gelatine vorhanden (33). Eine Aufnahme 
der Titrationskurven fiir das unvorbehandelte Kollagen und die mit 
3 mol. Essigsiure behandelte Probe zeigte im pu-Bereich von 2.0 bis 4,5 
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héhere Werte der gebundenen HC! bei der zweiten Probe. Die Gerb- 
sulfosdure weist in der Hauptsache gleichartige Reaktionsverhaltnisse 
wuf wie die Mineralsaure. 

Die aggregierten Chromkomplexe werden von der vorgequollenen 
Haut viel starker als von unvorbehandelter Bl6Be fixiert. Die Saure- 
wirkung an und fiir sich ist dabei nicht ausschlaggebend, was deutlich 


aus dem Befunde hervorgeht, daB eine Vorbehandlung in mit quellungs- 


hemmendem Salz versetzter Siéurelésung keine Einwirkung auf die 
Aufnahme der aggregierten Chromverbindungen hat. Den starksten 
Kinflu8 auf die Chromfixierung hat die Vorbehandlung mit lyotropen 
Stoffen, wie Calciumchlorid, starker Essigsiurelésung und Harnstoff. 
Im letzten Falle scheinen Veranderungen der ionisierten Gruppen des 
Kollagens ausgeschlossen zu sein. Das Verhalten der EiweiBk6érper in 
starken Harnstofflésungen deutet auf die Auflésung nicht-ionogener 
Gruppen der Proteinmicellen (34). Die Befunde dieser Untersuchung 
lassen sich logisch so erklaren, daB die sogenannte lvotrope Wirkung in 
einer Lockerung nicht-ionogener Querbindungen zwischen den Eiweib- 
ketten besteht. Das denaturierte Kollagen reagiert in jeder Hinsicht 
ahnlich wie die mit lyotropen Stoffen peptisierten Kollagenpraparate. 
Das System: Kollagen—niedrigmolekulare Chromsalze, ist im groBen 
und ganzen nicht von der Vorgeschichte, d.h. dem Grad der irre- 
versiblen Quellung des Kollagens abhangig. Nur die alkalivorbehan- 
delten Proben, wie auch die mit 3 mol. Essigsiure behandelte Bl6éBe, 
zeigen eine etwas gesteigerte Reaktionsfahigkeit gegeniiber den maBig 
basischen und niedrigmolekularen Chromsalzen. Auf die komplizierten 
Verhaltnisse der Alkalivorbehandlung kann in diesem Zusammenhang 
nicht eingegangen werden. Es ist jedoch ersichtlich, daB der Quellungs- 
yrad des BléBenkollagens auch bei stark aggregierten Chromsalzen 
nicht alleinbestimmend fiir die Chromaufnahme ist, sondern daB auch 
die Aktivitat der ionogenen Gruppen erheblichen Einfluf3 ausiibt. 

Bei der Aufnahme maBigbasischer Chromsalze spielt der Quellungs- 
grad des Kollagens keine Rolle fiir die Bindung, aber wohl fiir die 
Diffusion der Chromsalze, waihrend die ionisierten Proteingruppen den 
Reaktionsverlauf einregulieren. Die Reaktion von Chromsalzen mit 
Kollagen diirfte in zwei Klassen einzuteilen sein. 1. Eine Lonenreaktion. 
die zur Bildung innerer Komplexsalze durch die COO-lonen und N H,- 
Gruppen naheliegender Ketten fiihrt und die von der Aktivitat und dem 
Zustand der ionogenen Proteingruppen bestimmt wird. Ionogene Chrom- 
salze maBiger Basizitat und Molekulargr6éBe sind die Vertreter dieser 
Klasse. 2. Bei Chromverbindungen niedrigen Dispersititsgrades kommt 
dazu eine koordinierte Bindung des Chromsalzes an die Peptidgruppen 
zustande. Diese Teilreaktion ist von dem Zustand der Peptidgruppen 
abhangig. 
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Zuletzt zeigt die Tabelle die Abhangigkeit der Fixierung vegeta 
bilischer Gerbstoffe wie Mimosagerbstoff vom Quellungsgrad des Haut 
kollagens. Die Vorbehandlung mit starken Lésungen von Harnstof! 
und Essigsaure vergréBert in besonders hohem Ma8e die Tannin- 
aufnahme. Die Hitzedenaturierung ist dabei gleichfalls sehr wirksam 
Fiir ein erweitertes Verstaéndnis des Mechanismus der Reaktion de: 
vegetabilischen Gerbstoffe mit dem Kollagen und fiir die Frage nach 
den fiir die erhéhte Gerbstoffixierung des denaturierten Kollagens ver 
antwortlichen Gruppen sollen einige Ergebnisse neuerer Untersuchungen 
dieses Problems kurz zusammengefaBt werden. 


Differenzierung der bei der Tanninfixierung beteiligten Gruppen 
des Kollagens. 

Die Untersuchungen iiber die Fixierung der vegetabilischen Gerb 
stoffe durch Hautkollagen haben zu scheinbar unvereinbaren Auf- 
fassungen dieser Vorgange gefiihrt. Nach Wilscn (35) und Thomas (36) 
die grundlegende Arbeiten auf diesem schwierigen Gebiet ausgefiihrt 
haben, ist die dominierende Reaktion die Inaktivierung basischer 


Proteingruppen durch die gebundenen Gerbstoffe. In letzter Zeit wird 
in einigen Arbeiten (37) die Ansicht vertreten, da die Fixierung der 
Gerbstoffe durch andere als die séurebindenden Gruppen der Haut 


stattfindet. Eine Anlagerung des Gerbstoffs an die Peptidgruppen 
unter Bildung von Molekiilverbindungen wiirde ihr Vorbild in den 
bekannten Molekiilverbindungen gewisser Diketopiperazine mit Phenolen 
| Pfeiffer (38)] haben. Auf solche Modellbeispiele haben besonders 
Freudenberg (39) und Stiasny (40) hingewiesen. Nach vielen Beob- 
achtungen (41) finden wahrscheinlich bei der vegetabilischen Gerbung 
beide Arten der Fixierung statt, nimlich 1. durch ionisierte Protein. 
gruppen und 2. durch Koordinationsstellen an Peptidgruppen. Es wurde 
kiirzlich festgestellt, da& an der Fixierung der adstringenten vege- 
tabilischen Gerbstoffe vorwiegend die basischen Proteingruppen be- 
teiligt sind, wahrend die milden Gerbstoffe gréB8tenteils durch andere 
Gruppen der Haut gebunden werden, wahrscheinlich die Peptid- 
gruppen (42). 

Bei vollstandiger Absiéttigung der basischen Gruppen durch 
irreversibel gebundene Gerbsulfosdéuren, z. B. bei Anwendung des friiher 
erwihnten Tanigan DX, kommt bei nachfolgender vegetabilischer 
Gerbung der so inaktivierten HautbléBe eine Fixierung von Gerb 
stoffen zustande. Diese Fixierung mu durch andere Gruppen als 
die basischen vollzogen worden sein, wahrscheinlich durch die Peptid 
gruppen. Durch entsprechende Behandlung des unvorbehandelten 
Hautpulvers wird die Gesamtmenge der aufgenommenen Gerbstoffi 
festgestellt und die Differenz ergibt die an die basischen Gruppen g¢ 
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bundene Fraktion. Bei der vegetabilischen Nachgerbung des Haut- 
pulvers mit inaktivierten basischen Gruppen wurde durch Schwefel- 
bestimmungen vor und nach der Behandlung festgestellt, daB die 
irreversibel gebundene Gerbsulfosdure nicht von den Tanninen verdrangt 
wird, Einige Ergebnisse dieser Versuche zur Differenzierung der von 
sdurebindenden und nicht-sdurebindenden Gruppen aufgenommenen 
Gerbstoffe werden in Tabelle IT wiedergegeben. 


Tabelle IT. Differenzierung der bei der vegetabilischen Gerbstoff- 
bindung einbezogenen Proteingruppen. 

Mit Tanigan DX vorbehandelte Probe: 27,3 Gerbsulfosaéure, bezogen auf 

Kollagen. Gerbdauer: 144 Stunden in Gerbstofflésungen von 49% Tannin. 





g Tannin irreversibel gebunden von 100g Kollagen 





’ , . Natives Haut- Gerbstoff Gerbstoff 
-rbs DH det , as 
bigs: OF ok Natives pulver mit in- gebundenan gebunden an 
” 1 Pp Hautpulver aktiven basi- Peptid- basische 
sOsung . 1 : 
schen Gruppen gruppen Gruppen 


| Gerbsaure . . 3,2 65,1 22,9 22,9 42,2 
Sumach.... 3,8 28,4 20,6 20,6 7,8 
Mimosa .... 46,9 20,1 20,1 26,8 
Mimosa .... 59,3 18,9 18,9 40,4 


Wie friiher erwihnt, werden die adstringenten Gerbstoffe, wie 


- Gerbsaure und Mimosagerbstoff, vorwiegend an den basischen Gruppen 


des Kollagens verankert, wahrend bei den milden Gerbstoffen, wie 
Sumach und Gambir, die Fixierung sich hauptsachlich an den Peptid- 
gruppen vollzieht. Es ist auch aus den Zahlen ersichtlich, daB die 
Zunahme der irreversiblen Gerbstoffbindung aus Lésungen des adstrin- 
genten Mimosagerbstoffs bei steigender H-Ionenkonzentration aus- 
schlieBlich durch die erhéhte Reaktion der basischen Proteingruppen 
bedingt ist. 


Den Einflu8 der bei der Hitzedenaturierung des Kollagens ein- 
tretenden Verinderungen auf die Gerbstoffaufnahme zeigen die in 
Tabelle III zusammengestellten Ergebnisse. 


Tabelle III. Fixierung vegetabilischer Gerbstoffe durch natives 
und denaturiertes Hautpulver. 
Gerbdauer: 144 Stunden in Gerbstofflésungen von 2% Tannin. 





Gerbstoff Natives Hautpulver Denaturiertes Hautpulver 


Gerbsaure ; if 87,6 
Mimosa : 65,1 
BUmaen ........ ; ‘ 46.8 


In allen Fallen zeigt das geschrumpfte Kollagen gréBeres Bindungs- 
vermégen als das native Protein. Tabelle IV gibt einige Zahlen aus 
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Tabelle LV. Fixierung vegetabilischer Gerbstoffe durch natives 
unddenaturiertes Hautpulver, beidemit inaktivierten basischen 
Gruppen. 


(Gerbstoffbindung an Peptidgruppen.) 





Gerbstoff Natives Hautpulver Denaturiertes Hautpulve 


Gerbsaure 18,5 24,9 
Mimosa 21,8 43,5 
Sulfitierter Quebracho ... 23,5 39,8 
Sumach 17,9 30,4 


Gerbversuchen mit nativem Kollagen ohne aktive basische Gruppen 
und denaturiertem Hautpulver mit inaktivierten basischen Gruppen. 

Die durch die Denaturierung hervorgerufene Zunahme der Gerb- 
stoffbindung darf in diesem Falle ausschlieBlich auf die Aktivierung der 
Peptidgruppen und die dadurch erméglichte Anlagerung der Gerbstoffe 
an freigelegte oder gelockerte Peptidbindungen zuriickgefiihrt werden. 
Diese Befunde diirfen als ein iiberzeugender Beweis der Lockerung 
nicht-séurebindender Gruppen des Kollagens bei der Denaturierung 
gelten. Die in nativem Kollagen intermolekular und intermicellar ab- 
gesattigten Valenzkrafte (Koordinationsvalenzen) der Peptidgruppen 
werden bei der Schrumpfung gelést und neue Méglichkeiten der An- 
lagerung an die ,,gelockerten‘* Peptidgruppen werden fiir die Gerbstoffe 


geschaffen. 


Die Reaktionsfihigkeit nativer und denaturierter Faserproteine. 

Das Verhalten der in Tabelle I wiedergegebenen Verbindungen 
gegeniiber Wolle (Keratin), Elastin und Seidenfibroin in nativem und 
hitzedenaturiertem Zustand wird in Tabelle V dargestellt [die Ergebnisse 
mjt Kollagen (Hautpulver) finden sich in Tabelle [|]. Die Wolle und 
die Seide wurden mit 1 %iger Lésung von Smenol WA, conc., bei 60° C 
in vier Behandlungen entbastet. Das Elastin wurde aus dem Nacken- 
band eines Kalbes (Ligamentum nuchae) erhalten. Nach 14tagiger 
Kalkbehand!ung bei Zimmertemperatur wurde das entkalkte und 
isoelektrische Elastin | Woche in Wasser von 60°C belassen, um kollagene 
Bestandteile zu gelatinieren und herauszulésen. Durch Einlegen i 
kochendes Wasser wahrend 10 Minuten wurde das Elastin denaturiert 
Die entbastete Seide (Seidenfibroin) wurde 10 Minuten in Wasser 
gekocht und die Wolle wurde 5 Stunden in kochendes Wasser gelegt 
Die Nachbehandlung des Elastins mit Sauren und den verschiedenen 
Gerbstoffen wurde 2 Wochen hindurch bei Zimmertemperatur vor 
genommen. Die Wolle wurde 48 Stunden im Thermostaten bei 50° ( 
chromiert. In den anderen Versuchen wurde Behandlung bei Zimmer 
temperatur und eine Einwirkungsdauer von 2 Wochen eingehalten. 
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Tabelle V. Reaktionsfahigkeit nativer und denaturierter 
Faserproteine. ’ 





», Denatu- 
riertes" 
Seiden- 
fibroin 


Denatu- Natives 
riers Seiden- 
Elastin fibroin 


H ar ge | DENAGU=; a 4s, 
Behandlung Native rierte Natives 
Wolle Wolle Elastin 


Chromsalze (20 g/1 Cr,O.). % gebundenes Cr,O,, bezogen auf Protein. 
Re 4,0 2,1 
7 3 7,6 2.4 
9 58 6,2 2,9 
9 
7 


40 % basisches Chromchlorid | 1,2 
62°, basisches Chromchlorid | 1,0 


20 | 3 
1 5 
35 % basisches Chromsulfat 24; 4 
4 
9 


10,8 4,1 


12,6 1,2 


60 % basisches Chromsulfat 2,8 8 8, 
Sulfito-Chromiat(3SO3,:1Cr,0,) 0,9 «10, 
0,1 n Salzséurelésung. ccm 0,1n HCl von 1g Kollagen gebunden. 

in HCl .... 82/1 82 3,5 3,5 2.0 
Gerbsulfosaure (Tanigan DX). °4 gebundene Gerbsulfosaure, bezogen auf Kollagen. 
Gerbsulfosaure .... 10,9 | 11,6 | 10,3 9,8 
Vegetabilische Gerbstoffe. % gebundener Gerbstoff, bezogen auf Kollagen. 


Mimosarindenextrakt 11,0 | 13,7 | 61,0 | 61,0 
Gerbsaure 10,9 12,8 — . 
Sulfitierter Quebracho 12,7 18,5 

Sumach 8,1 14,5 | 39,6 | 61,4 


Die Chromaufnahme durch beide Formen des Elastins zeigt im 
groBen und ganzen dieselbe Reaktionsabhangigkeit wie die des nativen 
und denaturierten Kollagens, obgleich die Affinitat des Elastins weit 
unterhalb derjenigen des Kollagens liegt. Die Aufnahme_niedrig- 
molekularer Salze, die in ihrer Reaktion mit Proteinen ausschlieBlich 
von der Aktivitat der ionisierten Proteingruppen abhangig ist, steht in 
keinem Zusammenhang mit der Vorgeschichte des Proteins, wahrend 
bei hochaggregierten, teilweise durch Koordinationsvalenzen gebundenen 
Chromverbindungen die denaturierte Form etwas gréBere Chrom- 
mengen bindet. Bemerkenswert ist die bedeutende Bindung der Sulfito- 
chromiate. Beide Formen des rohen Elastins nahmen in allen Fallen 
praktisch gleiche Mengen Chrom auf, mit Ausnahme des Sulfito- 
Chromiats, das vom denaturierten EiweiB etwas besser gebunden wird. 
Beim denaturierten rohen Elastin mu} besonders die Schwierigkeit 
durch Ubergerbung der auBeren Schichten beriicksichtigt werden. 

Seidenfibroin wird durch kochendes Wasser in seiner Reaktions- 
fahigkeit nicht veradndert. Dieses Protein kann, wie bekannt, nicht 
durch Hitze denaturiert werden. 

Durch die Superkontraktion des Keratins wird seine Affinitat 
gegeniiber beiden Typen der verwendeten Chromsalze erheblich erhéht. 
Méglicherweise findet beim langdauernden Kochen auch eine” Ver- 
inderung der Makrostruktur der Wolle statt, wie Erweiterung der 
Poren und des inneren Raumes und damit erleichterte Diffusion... Aber 
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die Lonenvalenzwirkung des Keratins wird auch in der gekochten Wolle 
deutlich verindert. Keratin reagiert iiberhapt besonders trage mit 
Gerbstoffen. 

Die Mineralsiureaufnahme wird bei allen untersuchten Proteinen 
durch die Denaturierung nicht verandert. Die vegetabilische Gerbstoff 
bindung ist bei den denaturierten Formen im Vergleich zur entsprechen- 
den Fixierung bei nativen Proteinen erheblich erhéht. Bemerkenswert 
ist das groBe Bindungsvermégen des Elastins gegeniiber pflanzlichen 
Gerbstoffen, besonders auffallig im Hinblick auf seine niedrige Saure 
bindungskapazitat und Chromfixierung. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen iiber die Reaktionsfaihigkeit 
dieser Faserproteine zeigen, daB bei der Denaturierung ihre Aktivitat 
gegentiber koordinationsaktiven Verbindungen bedeutend vergréBert 
wird. Vorbehandlung des Hautkollagens mit Lésungen lyotroper Stoffe 
zeigt denselben Effekt. Im letzteren Falle deuten die experimentellen 
Befunde auf eine Aktivierung koordinativer Haftgruppen bei der 
lyotropen Wirkung, und zwar durch eine Lockerung der an die Peptid- 
gruppen verankerten innermolekularen Querbindungen. Die deutliche 
Parallelitat von Schrumpfung und lyotroper Wirkung spricht fiir die 
Auffassung der Denaturierung der Faserproteine als Schrumpfung mit 
gleichzeitiger Freisetzung koordinativer Valenzkrafte. 

Nicht im direkten Zusammenhang mit dem Denaturierungs- 
problem stehend, aber von allgemeinem Interesse ist die Feststellung, 
daB die Chromaufnahme der Faserproteine unabhaingig von ihrem 
Saurebindungsvermégen ist. Die Saurebindungskapazitét nimmt in 
folgender Ordnung zu: Seidenfibroin, Elastin, Keratin und Kollagen. 
aber die Chromaufnahme ergibt die Reihe: Keratin, Seidenfibroin, 
Elastin und Kollagen, wobei letzteres eine Sonderstellung einnimmt. 


Diese Tatsachen widersprechen der Auffassung der Chrombindungs 
fahigkeit als einer sekundaren Folge der Saurebindung der hydro- 
lysierenden Chromsalzlésung durch die Proteine (43). Auffallend ist 
auch die erhebliche prozentuale Verschiedenheit der Saiure- und Tannin- 


bindung von Kollagen einerseits und Keratin anderseits. Die Saure 
bindungskapazitét von Keratin ist ungefihr 90°, derjenigen von 
Kollagen und die Aquivalente basischer Gruppen in diesen beiden 
Proteinen sind von derselben GréBenordnung, wahrend die von Keratin 
gebundene Menge vegetabilischer Gerbstoffe nur 10—15°% der durch 
das Kollagen gebundenen Menge ausmacht. Zu den anionischen und 
agglomerierten Sulfitochromiaten hat Keratin praktisch keine Affinitat. 
was vielleicht teilweise auf makroskopische Struktureigentiimlichkeiten 
der Wolle zuriickzufiihren sein diirfte. 

Zu den Faserproteinen werden auch Blutfibrin und Muskelproteine, 
vorwiegend Myosin, gerechnet. Natives Blutfibrin besitzt eine auBer- 
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ordentlich ausgeprigte Affinitét gegeniiber Gerbstoffen, besonders 
gegentiber aggregierten Chromverbindungen, wie den Sulfito-Chromiaten. 
Die Reaktionsfahigkeit ist so groB, daB es mit groBer Schwierigkeit 


verbunden ist, eine gleichférmige Verteilung der aufgenommenen 
Chromverbindungen im Inneren des Proteins zu sichern. Tabelle V1 
enthalt die Ergebnisse einiger Versuchsreihen mit Blutfibrin und 
Tabelle VII solche aus Versuchen mit Muskelfasern im nativen und 
denaturierten Zustand. Das Blutfibrin wurde aus Rinderblut hergestellt 
(Aschengehalt 0,1°%, bezogen auf Protein) und als feines Pulver ver- 
wendet. Es wurde in Wasser von 80°C 10 Minuten denaturiert. Die 
Muskelfasern wurden aus quergestreiften weiBen Muskeln des Kanin- 
chens erhalten. Die Fasern wurden in Wasser maceriert, um lésliches 
EiweiB zu entfernen, in der Kalte zu einem feinen Brei zerkleinert 
und die Denaturierung wurde in Wasser von 96° C wahrend 10 Minuten 
vorgenommen. Die Gerbversuche wurden wie friiher beschrieben aus- 
gefiihrt. 


Tabelle VI. Verhalten nativen und denaturierten Blutfibrins 
gegeniiber verschiedenen Gerbstoffen. 
Konzentration der Chromsalzlésungen: 20 g/1 Cr,O,. Gerbdauer: 

120 Stunden. 





% CreO 3, bezogen auf Kollagen, 
gebunden durch 


natives Blutfibrin denaturiertes Blutfibrin 


Natur der Behandlung 


—_ 


62 % basisches Chromchlorid . . 12,1 10,0 
35 % basisches Chromsulfat .. . 10,8 10,7 
60 % basisches Chromsulfat ... 30,7 19,5 
Sulfito-Chromiat (3 SO, :1Cr,0,) 36,6 23,8 
Tanigan DX (10 %ige Lésung) 18,8 18,8 
Sumach 26,4 20,7 

63,6 * 42,3 


Cte bo 


~3 5 


Tabelle VII. Verhalten nativer und denaturierter Muskelfasern 
gegeniiber Chromverbindungen. 
Konzentration: 20 g/1 Cr,O,. Gerbdauer: 48 Stunden bei 40° C. 





o Cr. 03, bezogen auf Kollagen, 


Natur der Chromverbindung gebunden durch 


native Muskelfasern denaturierte Muskelfasern 


62 % basisches Chromchlorid .. . , 10,8 
36 % basisches Chromsulfat ... | 13,6 
Sulfito-Chromiat (3 SO, :1 Cr, Oz} 3§ 26,1 


Auch bei diesen Proteinen ist die Bindung solcher Chromverbin- 
dungen, bei deren Fixierung ionisierte Gruppen der Proteine eine Roile 
spielen, nicht von den beim DenaturierungsprozeB stattfindenden Ver- 
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inderungen der Proteine beeinfluBt. Bemerkenswert ist das auBer 
ordentlich hohe Bindungsvermégen der Muskelproteine gegeniiber 
diesen Chromverbindungen. Aber die Aufnahme der koordinations 
aktiven Chromverbindungen durch die denaturierten Formen dieser 
Proteine ist sehr erniedrigt. Unter den untersuchten nativen Proteinen 
zeigen die Muskelproteine und das Blutfibrin die gréBte Neigung zur 
Fixierung der aggregierten Chromverbindungen ausgepragt koordinativer 
Bindung. Diese Befunde stehen in Einklang mit der Auffassung, dab 
im nativen Zustande die Peptidgruppen dieser Proteine gréBtenteils 
mit freien Koordinationskraften (mit Aquomolekiilen abgesattigt und 
hydratisiert) vorkommen. Bei der Denaturierung fungieren diese 
Koordinationszentra als Verankerungsstellen fiir Querbindungen 
zwischen den Ketten. K. H. Meyer (44) ist der Ansicht, daB bei der 
Schrumpfung der Muskelfasern die Struktur verfestigt wird. Die vor- 
liegenden Ergebnisse diirfen als Beweis fiir das Vorkommen des Blut- 
fibrins und der Muskelproteine im nativen Zustand ohne faserformige 
Strukturausbildung und ohne Verfestigung gelten. 


Einige vergleichende Versuche mit Hautkollagen. 

Wie sich die stufenweise Erhéhung der Molekulargr6Be der Chrom- 
verbindungen auf ihre Aufnahme durch natives und denatuniertes 
Hautpulver auswirkt, zeigen die Versuche in den Tabellen VIII 
und LX. In der Reihe mit Sulfitzusatz wurde eine Lésung 33 °/, basischer 
Chromsulfatbrithe, 20g¢/1 Cr.O3, verwendet. Die Gerbdauer war 
144 Stunden. Durch die Zugabe des Natriumsulfits zu der Lésung 
entstehen gemischte Sulfito-Sulfato Chromkomplexe. Dabei werden 
die kationischen Komplexe mit steigender Sulfitkonzentration in 
anionische Chromiate verwandelt (45). Diese Veranderungen sind mit 
einer Aggregation der Chromkomplexe verbunden. 


Tabelle VIII. Einflu8 steigender Sulfitmolaritat basischer 
Chromsulfatlésungen auf ihre Bindung durch natives und 
denaturiertes Hautpulver. 





% Crg Og, bezogen auf Kollagen, 


Mol. Na, SO, Wanderungs- gebunden durch 
Nr. pro Cr, 03; richtung der omens aerate 
in der Lésung Chromkomplexe natives denaturiertes 
Hautpulver Hautpulver 
1 0 + 10,1 10,2 
2 1,0 + und schwach 13,7 15,0 
3 2,0 + und 20,1 25,4 
4 3,0 Vorwiegend 15,5 23,9 
5 5,0 4,1 6,5 


Die Zahlen zeigen, da aus der basischen Chromsulfatlésung beide 
Arten Kollagen gleiche Chrommengen binden. Mit zunehmender Sulfit 
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konzentration steigt die Chromfixierung in beiden Fallen, aber bei dem 
denaturierten Hautpulver viel starker. 

In Tabelle IX wird die dispersitatserniedrigende Wirkung der 
Neutralchloride, in diesem Falle NaCl, auf basische Chromcehlorid- 
ldsungen und ihr EinfluB auf die Chromfixierung durch natives und 
geschrumpftes Hautpulver dargestellt. Dieser Neutralsalzeffekt ist im 
allgemeinen mit einer erhéhten Chromfixierung verbunden (46), seine 
Abhangigkeit vom Peptisierungsgrad des Kollagens wurde in friiheren 
Arbeiten festgestellt (29). 


Tabelle IX. Einflu8 steigender Neutralchloridmolaritat 
basischer Chromchloridlésungen auf ihre Bindung durch 
natives und denaturiertes Hautpulver. 





% Cr, O03, bezogen auf Kollagen, gebunden durch 
Nr. Mol. NaCl zugesetzt ———— . _ 
natives Hautpulver denaturiertes Hautpulver 





62° basisches Chromchlorid. 


1 0) 11,9 15,3 

2 1 16,2 22,5 

3 3 19,7 25,8 
40°, basisches Chromchlorid. 

4 0 6,7 7,6 

5 | 6,9 8,8 

6 3 Ge 10,5 


Das denaturierte Kollagen bindet auch in diesem Falle gréBere 
Chrommengen aus NaCl-haltigen Chromchloridlésungen als das native 
Hautpulver. Der Effekt tritt besonders bei dem am starksten basischen 
Salz hervor, welches an der Grenze leicht eintretender Aggregation 
liegt. Eine Parallelitat der Denaturierung und der |votropen Wirkung 
auf Kollagen ist deutlich vorhanden. 

Als ein weiteres Beispiel fiir die starke Erhéhung der koordinativen 
Reaktionsfahigkeit des Hautkollagens durch Vorbehandlung mit 
starken Harnstofflésungen sind die Versuchsergebnisse in Tabelle X 
mitgeteilt. Neutrale HauthléBe wurde 24 Stunden unter Toluol bei 
40°C mit Wasser einerseits und 8 mol. Harnstofflésung andererseits 


Tabelle X. Chromfixierung durch native und mit Harnstoff 
behandelte HautbléBe. 





®) CroO3, bezogen auf Kollagen, 
gebunden durch 


Nr. Natur der Losung + ——_-———— 
sie 5 © as 2 in 8 mol. Harnstoff 
natives Kollagen denaturiertes Kollagen 
1 | 62% basisches Chromchlorid ... 11,5 23,9 
2 | 35% basisches Chromsulfat ... 10,2 11,3 
3 || Sulfito-Chromiat (3 SO:,:1Cr,0,) 16,7 50.4 
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behandelt. Die mit Harnstoff behandelten Proben wurden weitgehend 
gelatinisiert. Die Hantsubstanzverluste waren 2.4% fiir Kollagen im 
Wasser und 54°, fiir das in Harnstofflésung behandelte Kollagen. 

Die mehr als dreifache Erhéhung der Chromaufnahme durch das 
harnstoffbehandelte Kollagen verdient besonders hervorgehoben zu 
werden. 

Verhalten von Kollagen verschiedener Herkunft. 


Von Interesse fiir die vorliegende Frage ist das Verhalten von 
Kollagen verschiedener Herkunft gegeniiber den verschiedenen Typen 
der in dieser Untersuchung verwendeten Reagentien. Die Kollagene 
aus mammaler Haut zeigen betreffend ihres Gehalts an C, N und H 
nur kleine Variationen. Fischkollagen unterscheidet sich von den 
Hautkallagenen in seinen  hydrolytischen Abbauprodukten (47). 
Stiasny (48) fiihrt das ungleichartige Verhalten verschiedener Kollagene 
bei der Glutinbildung auf verschiedene Grade uer Nebenvalenzbetatigung 
der Einzelbestandteile des Proteins (Peptone) zuriick. Je weniger Neben- 
valenzen der Peptone (in moderner Auffassung unter koordinativer An- 
lagerung von Wassermolekiilen an Peptidgruppen gedacht) fiir Wasser- 
bindung abgesattigt sind, desto mehr solcher Valenzkrafte werden zur 
vegenseitigen Absattigung der Peptone verfiigbar. Die stark hydrati- 
sierten Kollagene sollen nach dieser Anschauung eine lockere innere 
Bindung der Proteinkette besitzen. Diese Hypothese steht in bester 
Ubereinstimmung mit der Verschiedenheit des hydrothermalen Stabili- 
titsgrades des Hautkollagens und des Fischkollagens. Die Kollagene 
der mammalen Haut schrumpfen im Temperaturgebiet 65-709 C, 
wahrend die entsprechenden Sp -Werte der Fischkollagene bei 40 —45° C 
liegen, wie die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen. Fisch- 
kollagen verhalt sich in mancher Hinsicht wie ein Hautkollagen, das 


Tabelle XI. Verhalten verschiedener Kollagene gegeniiber 
Gerbstoffen. 





Natives 


oo Dorsch- Denatu- 
Nr. Natur der Lésung kollagen Pao. a a age. sertes 
(nicht vor- sar cles 
behandelt) | antkalkt) P 
% Cr,O 3, bezogen auf Kollagen. 
1 40% basisches Chromchlorid . . 8,2 8,7 6,1 6,8 8,1 
2 62% basisches Chromchlorid . . 12.7 12,9 9,1 | 11,6 | 14,8 
3 | 35 % basisches Chromsulfat ... 10,1 10,3 10,0 9,9 10,1 
4 60% basisches Chromsulfat .. . 22,3 22,5 14,3 | 16,7 | 24,9 
5 | Sulfito-Chromiat (3S0,:1Cr, 0.) 23,7 24,1 12, 18,4 25,7 


Gerbsulfoséure (Tanigan DX). , gebundene Saure, bezogen auf Kollagen. 
© 7 ee EPR oes cae ope seeks 25.4 25,4 26,0 26,8 | 26,0 
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von lyotropen Stoffen peptisiert und gelockert ist, was aus den in 
Tabelle XI wiedergegebenen Ergebnissen einer Untersuchung von 
Kollagen aus Dorschhaut (Gadus morrhua) deutlich hervorgeht. Ent- 
schuppte und entfleischte Dorschhaut wurde direkt fiir die Versuche 
verwendet, wie auch Dorschhaut, die eine zweitagige Behandlung mit 
Kalkmilch (,,Ascherung‘‘) und nachfolgende Entkalkung mit Borsiure 
durchgemacht hatte. Das Fischkollagen wurde sehr fein zerschnitten. 
Hautpulver, natives und denaturiertes, und neutrale Kalkbl6Be von dem- 
selben Zerteilungsgrad wie der des Fischkollagens dienten als Vergleichs- 
material. Die Chromkonzentration war 20 g/l CrsO, und die Gerb- 
daner 2 Wochen. 

Das Fischkollagen nimmt aus Lésungen der aggregierten, koordina- 
tionsreaktiven Chromverbindung erheblich gréBere Chrommengen als 
natives Hautkollagen auf und seine Reaktionsfihigkeit gegeniiber 
diesen Salzen ist mit der des denaturierten Hautkollagens vergleichbar. 
Die Ergebnisse deuten darauf, daB beiden Typen eine Lockerung der 
innermolekularen Strukturverfestigung gemeinsam ist. Nach diesen 
Ausfiihrungen sollte die Bindungsfaihigkeit nativen und denaturierten 
Dorschkollagens gegeniiber koordinationsaktiven Chromverbindungen. 
wie den Sulfito-Sulfatochromiaten, von derselben GréBenordnung sein. 
Die in der Tabelle XII wiedergegebenen Ergebnisse diirfen als Beweis 
fiir die Richtigkeit dieser Auffassung betrachtet werden. Neutrales 
Dorschkollagen und die denaturierte Form (10 Minuten in Wasser 
von 65°C) wurden bei diesen Versuchen 120 Stunden mit einer 33%, 
basischen Chromsulfatlésung, enthaltend 3 Mol NagSOg, pro Mol Cr.O, 
in einer Konzentration von 20 g/1 CroQg, geschiittelt. 


Tabelle XII. Bindung von Sulfito-Chromiat dureh natives und 
denaturiertes Dorschkollagen. 





% Cr2 03, bezogen auf Kollagen, 
gebunden durch 


Nr. Natur der Lésung ee - — 
| natives denaturiertes 
Dorschkollagen Dorschkollagen 
1 Sulfito - Chromiat (3 SO, : 1 Cr, Os) 
TO ET ss isinenensaveene 26,7 26,0 


Die Denaturierung des Kollagens diirfte mit einer Lockerung der 
intermolekular verfestigten Peptidgruppen naheliegender Peptidketten 
gleichzusetzen sein. Diese koordinative Briickenbildung scheint jedoch 
bei Fischkollagen verhaltnismaBig gering zu sein. Die Koordinations- 
krafte der Peptidgruppen sind in nativem Protein wahrscheinlich 
groBtenteils frei (in hydratisierter Form) und liegen demnach in reaktions- 
fahiger Form vor. Die Denaturierungswirkung sollte also bei dieser 
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Kollagenart nicht hervortreten. Die Resultate zeigen auch wirklich 
keine Veranderungen der Reaktionsfahigkeit bei der Denaturierung an 

Der Grad der Trypsinempfindlichkeit des Hautkollagens ist 
wie die grundlegenden Arbeiten von Stiasny (49) gezeigt haben, vom 
Quellungszustand und von der Vorbehandlungsart des Kollagens abhan 
gig. Unvorbehandeltes, natives Kollagen wird von Trypsin praktisch nicht 
angegriffen, wie die klassische Untersuchung von Kiihne (20) und neuere 
klarlegende Arbeiten von Grassmann (11) gezeigt haben. Eine Pepti 
sierung mit lyotropen Stoffen, wie Lésungen aus Calciumchlorid, hebt 
diese Resistenz auf. Die tryptische Spaltung der Proteine scheint mit 
dem Verfestigungsgrad der Micellen und Einzelketten innig zusammen 
zuhangen. Vergleichende Versuche der Trypsinverdauung von unvor. 
behandeltem Kollagen (Mittelspalt einer nicht vorbehandelten Rinder 
haut), neutraler Kollagenbl6Be (mit Alkalien vorbehandelt und dann 
entkalkt) in nativem und denaturiertem Zustand und mit nativem 
Dorschkollagen (nicht vorbehandelt), ergaben die Zahlen der Tabelle XIII 
1,00 g Kollagen wurde bei 30°C in 50 ccm einer 0,1 %igen Trypsin- 
lésung (Merck, 40000 Fuld-Gross-Einheiten pro g) wihrend 24 Stunden 
behandelt. Der pu-Wert wurde durch Zusatz von 0,25 g gefalltem 
Calciumearbonat auf 8,0 eingestellt (50). Als Kontrollen dienten die- 
selben Ansitze mit inaktiviertem Trypsin (inaktiviert bei 909°C). Der 
bei Trypsineinwirkung allgemein verwendete Temperaturbereich von 
35—40°9C konnte in diesem Falle nicht eingehalten werden, weil bei 
diesen Temperaturen eine fast vollstaéndige Zerstérung des Fisch- 
kollagens, auch in den Kontrollproben ohne Trypsin, stattfand. Die 
Werte der Schrumpfungstemperatur (Sp) der Kollagene sind auch aus 
der Tabelle ersichtlich. 


Tabelle XTII. Verhalten verschiedener Kollagene gegeniiber 
Trypsin. 


Von Trypsin gespaltene Kollagenmenge in % des urspriinglichen Gewichts 
von Kollagen. 





Natives Dorsch- | Native Dorsch- 
kollagen (nicht bléBe (geiischert 
vorbehandelt) und entkilkt) 


Natives nicht Neutrale Denaturierte 


vorbehandeltes ~ ¢ 
Hautkollagen Hautblobe HautbléBe 


2,5 2,8 92 61 65 


8 69 69 ~ 44 43 


. 

Die Ergebnisse bestatigen die bekannte Tatsache der Trypsin 
resistenz des nativen, nicht vorbehandelten Kollagens. Das geschrumpfte 
Kollagen wird sehr leicht verdaut, wie aus den alten Beobachtungen 
von Kiihne (20) und neueren Untersuchungen von Kiintzel (51) und 
Grassmann (52) wohlbekannt ist. Auch in diesem Falle ist eine Ahnlich 
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keit des denaturierten geschrumpften Hautkollagens mit dem locker 
strukturierten Fischkollagen bei den Messungen der Trypsinempfindlich- 
keit deutlich verhanden. Natives Dorschkollagen wird weitgehend von 
Trypsin gespalten und ist eher mit dem denaturierten Hautkollagen 
als mit dem nativen Hzutkollagen vergleichbar. 


Denaturierung globulirer Proteine. 


In dieser Arbeit wurden von den globularen Eiweibk6rpern nur 
Serumalbumin, Eieralbumin und Casein studiert. In Vorversuchen 
wurde ein aus Ochsenblut hergestelltes Biutfibrin und ein gereinigtes 
Eieralbumin aus Hiihnereiwei verwendet. Durch vergleichende Vor- 
versuche wurde festgestellt, da bei Benutzung hochwertiger tech- 
nischer Praparate dieser EiweiBkérper gleichartige Ergebnisse wie 
hei den Versuchen mit reinen Produkten erhalten werden. Da grobe 
Mengen dieser Proteine bei den Hauptversuchen verbraucht wurden, 
war es notwendig, alle in diesem Zusammenhang wiedergegebenen 
Versuchsreihen mit den technischen Praparaten auszufiihren. Das 
Casein war ebenfalls ein hochwertiges technisches Produkt. Durch 
eine 10 Minuten lange Behandlung der Proteine in Wasser von 80°C 
wurden sie denaturiert. Vorversuche zeigten, daB Eieralbumin sich 
in den verwendeten Verbindungen gréBtenteils léste, was noch besonders 
durch das py-Milieu der Sulfitoverbindung begiinstigt wurde. Dieser 
Ubelstand lag auch beim Serumalbumin vor, obgleich im kleineren 
MaBe. Durch eine achtstiindige Vorbehandlung dieser Proteine in 
nativem und denaturiertem Zustand mit ungepufferten 1°,igen Form- 
aldehydlésungen konnte diese Neigung der Proteine, in Lésung zu gehen, 


Tabelle XIV. Reaktionsfahigkeit globularer Proteine in nativem 
und denaturiertem Zustand. 





| Denatu- Denatu- 


Natives} “io rtes 

Natur der Lésung ao | Serum- 
F } albu- 7 albu- 

i min 


Natives Denatu- 
riertes 
Casein 


Natives 


riertes 
‘.. Casein 


Chromverbindungen. % Cr,O, von Protein gebunden. 
basisches Chromchlorid 9,2 6,9 8,6 7,0 6.4 
basisches Chromchlorid 25,0 12,3 13,0 10,8 Le 
basisches Chromsulfat 11,3 9,7 | 11,4 8,6 8,9 
% basisches Chromsulfat 26,8 | 12,6 | 30,7 22,4; 12,8 
Sulfito-Chromiat (3S0,:1Cr,O0,) |. 20,7 6,9 | 27,8; 183 13,4 


Gerbsulfosaure (Tanigan DX). % gebundene Sulfosaiure, bezogen auf Protein. 
Tanigan DX 32,9 | 26,8 16,3 15,7 13,6 | 13.6 


Vegetabilische Gerbstoffe. ©, irreversibel gebundener Gerbstoff, 
bezogen auf Protein. 


Mimosarindegerbstoff | 62,9 46,3 | 44,8 | 45,4 37,1 30,9 
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weitgehend aufgehoben werden. Der Sinn der nachfolgenden Reaktion 
und Behandlungen wurde dadurch nicht verindert. Bei Serumalbumin 
wurde sogar eine im Vergleich zu dem unvorbehandelten Protein etwas 
erhéhte Chromfixierung erhalten. 2,00 g Protein wurden in 50 ccm 
Lésung der in Tabelle XTV angegebenen Verbindungen 120 Stunden 
geschiittelt . 

Durch die Denaturierung wird das Bindungsvermégen der Serum 
und Eieralbumine gegeniiber den koordinationsaktiven Chromverbin 
dungen bedeutend vermindert. Auch die Aufnahme mittelbasische: 
Chromsalze ist dadurch etwas erniedrigt. HeiBwasserbehandlung des 
Caseins verandert seine Reaktionsfahigkeit nicht. Dieser Befund steht 
in Einklang mit der Feststellung, daB Casein nicht hitzedenaturierba: 
ist (53). Die Resultate der Versuche mit den Albuminen stiitzen die 
Auffassung, daB die Denaturierung globulairer Proteine als eine Ver- 
anderung in der Richtung des faserf6rmigen Zustandes aufzufassen ist. 
und da eine Verfestigung der Struktur durch die Einbeziehung neuer 
Bindungen zwischen den EiweiBketten stattfindet. Nach den vor-. 
liegenden Daten scheint diese Neubildung von Querbindungen iiber 
wiegend durch Valenzkrafte der Peptidgruppen (Koordination) zu- 
standezukommen und nur zu geringem Grade durch die ionisierten 
Gruppen der Albumine. 


In der Literatur (54) wird auf die Méglichkeit einer Abspaltung 
von Phosphorséureresten aus Casein bei héheren Temperaturen hin 
gewiesen. Um die mégliche Einwirkung solcher Veranderungen auf 
die Reaktionsfahigkeit des Caseins festzustellen, wurde deshalb Casein 
wahrend 10 Minuten mit Wasser verschiedener Temperatur behandelt. 
Wie die Ergebnisse der Tabelle XV zeigen, finden dadurch keine Ver- 
anderungen der Chromfixierung statt. 


Tabelle XV. EinfluB der Behandlungstemperatur des Caseins 
auf seine Reaktionsfahigkeit. 


62% basisches Chromchlorid. 20 g/1 Cr,O,. Gerbdauer: 144 Stunden. 





10 Min. Behandlung! % Cr.O 3 von 


I 10 Min. Behandlung % Cr2gO3 von 
in Wasser von 9 C Casein gebunden 


Nr. | in Wasser von°C Casein gebunden 


20 8,1 4 || 90 8,3 
70 8,3 5 | 100 8,3 


80 2 


Zusammenfassung. 


Von den drei wichtigsten Faserproteinen, Keratin, Kollagen und 
Seidenfibroin, existiert nur das dritte in einer einzigen Anordnung mit 
voll gestreckten Peptidketten. Beim Erhitzen in Wasser bleibt das 
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Fibroingitter stabil. In dieser Untersuchung wurde dabei keine Ver- 
anderung der Reaktionsfahigkeit beobachtet. 

Das Kollagengitter besteht wahrscheinlich aus gestreckten Zick- 
zackketten. Die Verkiirzung der Hauptvalenzketten von 3,5 A.-E. fiir den 
voll gestreckten Aminosaurerest (bei Seidenfibroin) auf 2,8 A.-E. bei 
Kollagen wurde von Astbury (55) auf die Dreiergruppierung der Seiten- 
ketten (abwechselnd in Cis-Transkonfiguration in bezug auf die Haupt- 
kette) zuriickgefiihrt, im Gegensatz zu der durchgaingigen Trans- 
konfiguration des Keratins und Seidenfibroins. In einer neueren 
Arbeit (56) wird auf die Rolle der Prolin- und Oxyprolinreste dabei 
naher eingegangen. Die thermodynamisch unwahrscheinliche Lage der 
Kollagenketten ist nur durch die Vernetzung der Proteinketten méglich, 
vorwiegend scheinen Koordinationsbindungen zwischen Peptidgruppen 
naheliegender Ketten (,,Wasserstoffbriicken‘‘) fiir diese Stabilisierung 
verantwortlich zu sein. Beim Erhitzen in Wasser wird allmahlich die 
kinetische Energie der Ketten gréBer als die der zusammenhaltenden 
Valenzkrafte. Die freigelegten Ketten streben an, in einen thermo- 
dynamisch wahrscheinlicheren und stabileren Zustand mit geknauelten 
Ketten iiberzugehen (57) (Schrumpfung). Bei der Denaturierung 
verliert also das Kollagen den fibrillaren Zustand und nahert sich der 
globularen Zustandsform der Proteine. Bei der Einknickung der Ketten 
bei der Schrumpfung scheint wahrscheinlich als eine Folge der sterischen 
Veranderungen eine Lockerung oder ein Zerreiben dieser Briicken- 
bindungen stattzufinden. Neue aktive Koordinationsbezirke werden dabei 
geschaffen. Die in dieser Untersuchung festgestellte starke Zunahme 
der Affinitaét des denaturierten Kollagens gegeniiber Verbindungen, die 
in ihrer Reaktion mit Kollagen von der Koordinationswirkung abhangig 
sind, steht im besten Einklang mit dieser Auffassung der Schrumpfungs- 
vorginge des Kollagens. Irgendwelche tiefgehende Veranderungen der 
Ionenvalenzkrafte des Kollagens bei der Denaturierung konnten nicht 
nachgewiesen werden. 

Das native Wollkeratin liegt wahrscheinlich in Form stark gefalteter 
Ketten (x-Keratin) vor, die durch Dehnung in die $-Modifikation mit 
vollgestreckten Ketten iibergehen. Durch Behandlung mit Dampf 
und kochendem Wasser findet eine weitere Zusammenziehung des 
a-Keratins in die superkontrahierte Form statt. Durch diese weitere 
Faltenbildung der Ketten werden wahrscheinlich nicht nur vernetzende 
Koordinationsbindungen zerrissen, sondern es ist auch eine Neubildung 
ionisierter Proteingruppen, durch Sprengung der salzartigen Briicken- 
bindungen und Cvystinbriicken angedeutet (58). Die vorliegenden 
Ergebnisse stimmen mit dieser Hypothese der Superkontraktion (ohne 


permanent set‘) iiberein. Wollkeratin besitzt sehr schwache Affinitat 


yegeniiber Chromsalzen und vegetabilischen Gerbstoffen. So ist z. B. 
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bei langdauernder Behandlung der Wolle (6 Wochen) mit  basischen 
Chromsulfatlésungen bei Zimmertemperatur nur mit einem Fixierungs 


grad von 1° Cr.O, zu rechnen, wahrend eine vierstiindige Einwirkung 
des entsprechenden Chromsalzes bei 86°C Bindungszahlen von 3—4°,, 
Cr, O03 ergibt: bei entsprechender Behandlung des Kollagens wird durch 
die Temperaturzunahme die Chromfixierung nur um 30— 40°, erhéht 
(10 bzw. 13% CroO,, bezogen auf Protein). Es ist wahrscheinlich, da} 
die Makrostrukturen der Wollfasern die Reaktionsverhaltnisse weit - 
gehend komplizieren, und es ist nicht méglich, chemisch-physikalische 


und histologische Einfliisse streng gegeneinander abzugrenzen. Die 
Porengré6Be der Wollfasern und das Vorkommen verschiedener Zell- 
arten, besonders unversehrter Cuticula, in der Wolle mu besonders 
beachtet werden (59). Solche topochemischen Einfliisse spielen bei den 
Reaktionen der Gerbstoffe mit den Proteinen immer eine hervor 
tretende Rolle. 

In seinen Untersuchungen tiber Farbevorgainge hat Eléd (60) eine 
mit der vorliegenden im Prinzip gleichartige Methode verwendet. Nach 
dem klédschen Befunde nehmen Wollfasern beim Strecken gréBere 
Mengen an substantiven Farbstoffen auf, waihrend die Bindung der 
Saurefarbstoffe nicht beeinfluBt wird. Aus der modernen Auf.- 
fassung von der Feinstruktur der Wollfasern ware zu erwarten, dab 
beim Strecken der Wolle («-Keratin — f-Keratin) ein Teil der neben- 
valentigen Querbindungen der Ketten gesprengt wird. In diesem 
Stadium miBte die Wolle infolge Freilegung von den Nebenvalenz- 
kraften entlang der gestreckten Hauptvalenzkette eine starkere Neben- 
valenzwirkung zeigen. Die Aufnahme der substantiven Farbstoffe wird 
teilweise durch solche Koordinationsvalenzen bewirkt, andererseits 
kommt die Fixierung der Saurefarbstoffe ausschlieBlich durch Haupt- 
valenzwirkung des Proteins zustande. Bei analogen Versuchen mit 
Naturseide erfolgte keine Verainderung in der Aufnahmefahigkeit der 
Seide fiir substantive Farbstoffe. Diese Befunde sind mit den vor 
liegenden Ergebnissen gut vereinbar. 

Blutfibrin und Muskelproteine besitzen im denaturierten Zustand 
verminderte Bindungskapazitat gegeniiber den koordinationsaktiven 
Verbindungen. In reaktiver Hinsicht ist die Denaturierung dieser 
Proteine mit dem Mechanismus der Denaturierung globularer Proteine 
zu vergleichen. Thre sehr ausgeprigte Affinitat zu den koordinations 
fahigen Chromverbindungen ist so zu erklaren, daB im nativen Zustand 
dieser Proteine die Koordinationszentren der Peptidgruppen haupt- 
sichlich in freier Form vorliegen. Die sterischen Veriinderungen bei 
dem Denaturierungsvorgang sollen die gegenseitige Absattigung solcher 
Zentren in naheliegenden Ketten erleichtern. Nach der Auffassung 
von Asthury (61) sollen im entspannten Muskel die Peptidketten in 
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vefalteter Form vorliegen und K. HH. Meyer (62) bezeichnet den Zustand 
des ruhenden Muskels als einen Gummizustand mit Parallelorientierung 
der Ketten. Der kontrahierte Muskel verhalt sich in vielen Hinsichten als 
fest’, d.h. die Ketten werden in ihrer kontrahierten Lage durch 
Anziehungskrafte zwischen gewissen Gruppen zusammengehalten. 

Die in dieser Untersuchung gefundene Herabsetzung der Affinitat 
der globularen Proteine bei der Denaturierung darf als eine experimen- 
telle Stiitze der von Asthury angegebenen Hypothese von der Natur 
der Denaturierungsvorginge der globularen EiweiBk6rper aufgefaBt 
werden. 

Nach der Auffassung der Denaturierungsvorgange der fibrillaren 


und globularen EiweiBkérper als zweier in entgegengesetzter Richtung 
verlaufender Reaktionen sollte das Wasserbindungsvermégen der 
globuliren Proteine bei der Denaturierung erheblich vermindert werden, 
was tatsichlich festgestellt worden ist (63). Logischerweise sollte die 
Denaturierung der Faserproteine, besonders des Kollagens, mit einer 
erhéhten Wasseraufnahmefahigkeit verbunden sein. Die experimen- 
tellen Ergebnisse solcher Bestimmungen bei Kollagen sind jedoch sehr 


widerspruchsvoll (64). 
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Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. 
XII. Mitteilung?: 


Uber Amino-peptidasen des Mause-Aseiteseareinoms. 


Von 
Ernst Masehmann. 
(Aus der Biochemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemo- 
therapie in Frankfurt a. M.) 


(Eingegangen am 15. Januar 1942.) 


Das Mause-Ascitescarcinom entsteht durch intraperitoneale Injek- 
tion einer Aufschwemmung von Mause-Adenocarcinom-Zellen aus Impf- 
geschwiilsten in physiologischer Kochsalzlésung. Zur Weiterverimpfung 
benutzt man dann einen Teil des Ascitestumors selbst. Kurze Zeit 
nach der Einspritzung der Zellsuspension schwillt der Bauch der Maus 
allmahlich immer starker an: In die Bauchhéhle treten Fliissigkeit und 
verschiedene zellige Elemente iiber, wihrenddem sich die Krebszellen 
stark vermehren. Vielfach wachsen diese auch an der groBen Oberflache, 
die von Netz und Peritoneum gebildet wird, an und vermehren sich dort 
mitunter verhaltnismaBig stark. Durch Punktion laBt sich die in der 
Bauchhéhle angesammelte, grauweiBliche, durch ihren starken Zell 
gehalt triibe Fliissigkeit entnehmen. Uber ibr pu ist u. W. nichts be- 
kannt: MiBt man es sogleich nach der Entnahme, so liegt es um 7.2: 
beim Stehen, wihrenddem vielleicht Kohlensiure entweicht, steigt es 
ziemlich rasch an und erreicht oft einen Wert von 8.5 und dariiber. 

Das sogenannte Mause-Ascitescarcinom besteht also aus einer 
Fliissigkeit, in welcher verschiedenartige Stoffe ge'6st oder in kolloidalem 
Zustand enthalten sind, und aus geformten Bestandteilen, die sich woh! 
in der Regel zum gréBeren Teil aus Carcinom- und zum kleineren Teil 
aus Exsudat-Zellen zusammensetzen2. Durch hochtouriges Zentri 
fugieren des Ascitestumors kann man die Fliissigkeit von den geformten 
Elementen trennen. Die an den verschiedenen Stellen der Bauchhohle 
angewachsenen Krebszellen lassen sich von ihrer Unterlage unschwe1 
abschaben. 


Wir haben nun untersucht, ob in der praktisch zellfreien Ascites 
tumor-Flissigkeit Proteasen vorkommen und, nachdem wir darin neber 
wenig katheptischer Proteinase ,,natiirliche‘* und __,,unnatiirliche’ 
Peptidasen aufgefunden hatten, ob auch ihre Wirksamkeit gegeniiber 


1 XT. Mitteilung: Naturwiss. 30, 783, 1941/42. — ? Vgl. zB. P.G 
Seeger, Arch. exper. Zellforsch. 22, 356, 1939. 
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yewissen Peptiden durch Metall bzw. Metail + Cystein noch gesteigert 
und durch Komplexbildner wie Blausiure, Cystein, Pyrophosphat und 
Fluorid gehemmt wird. Dies ist in der Tat der Fall. Um die Herkunft der 
Peptidasen der Ascitestumor-Fliissigkeit aufzuklaren, soliten auBer den 
Aminopeptidaten der abgeschleuderten Ascitestumor-Zellen (Gemisch 
aus Carcinom- und Exsudat-Zellen) und den in der Bauchhdhle an- 
gewachsenen Carcinom-Zellen auch noch die des Blutserums der Maus 
und die im ,,normalen* (z. B. durch Omnadin hetvorgerufenen) Ascites 
vermuteten Peptidasen bestimmt werden. 

Die Herkunft der in der Ascitestumor-Fliissigkeit nachgewiesenen 
Peptidasen kann zweierlei Art sein: Sie kénnen insgesamt oder nur 
teilweise mit dem Ascites in die Bauchhéhle gelangen, wahrend ein 
weiterer (wechselnder) Anteil von ahbgestorbenen Ascitestumor- und 
Exsudat-Zellen ge'iefert wird. Fiir die K'arung dieser Verhaltnisse war 
schon von Nachtcil, dais wir bei der Bestimmung der Peptidasen der 
Ascitestumor- und der angewachsenen Carcinom-Zellen von aceton- 
getrocknetem Zel\lmaterial ausgehen muften. Denn die Ergebnisse mit 
Ausziigen aus gelrocknetem Zellmaterial gewahren noch weniger 
Kinblick in die intracel!ulir bestehenden Verhaltnisse in bezug auf die 
qualitative und quantitative Zusammensetzung des Peptidasensystems 
als die Ergebnisse mit Ausziigen aus frischem Material. Die K'arung 
der aufgeworfenen Frage mubte schlieBlich aus Mangel an den nétigen 
Mengen Mause-Serum! und normalem Mause-Ascites zuriickgestellt 
werden. 

Wenn wir trotz dieser Mangel unsere Beobachtungen veréffent- 
lichen, so geschieht dies unter anderem auch deshalb, um anderen 
unnotige Vorarbeit zu ersparen. 

Das zu diesen orientierenden Versuchen notwendige Material hat uns 
Herr Dr. C. Dittmar von der Krebsabteilung unseres Instituts freundlicher 
weise zur Verfiigung gestellt. Wir haben Herrn Dr. Dittmar gebeten, einmal! 
zu priifen, ob die intraperitoneale Zufiihrung von Proteasen-Aktivatoren 
auf die Ascitestumor-Zellen irgendeinen Einflu8 ausiibt. 


I. Das Wirkungsvermégen der Ascitestumor-Fliissigkeit fiir verschiedene 
Di- und Tripeptide und sein Verhalten gegen bestimmte Zusatzstoffe. 


Die durch Zentrifugieren (12000 U/min) praktisch zellfrei gemachte 
Ascitestumor-Fliissigkeit wurde nach dem Einstellen des px auf 8 ohne 
weiteres auf ihr Wirkungsvermégen fiir verschiedene Di- und Tripeptide 
untersucht und gleichzeitig der EinfluB bestimmter Zusatzstoffe auf 
dieses festgestellt. In Tabe!le I ist als Beispiel die Auswertung einer 
Ascitestumor-Fliissigkeit angefiilrt, die einer Maus 10 Tage nach der 
Impfung steril entnommen wurde. 


1 Vgl. Nachtrag S. 384. 
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Tabelle lL. Wirksamkeit einer zellfreien Ascitestumor-Flissigkeit 
gegeniiber Di- und Tripeptiden und der EinfluB verschiedene: 
Zusatzstoffe darauf. 

Versuchsbedingungen: Volumen der Ansitze 5cem. Spaltungsdaue: 
20 Stunden; ¢ = 40°. Toluol. Titrationsprobe 2ccm. Bei den Dipeptiden 
wurden 0,05, bei den Tripeptiden 0,025 ccm Ascites-Fliissigkeit angewandt. 





m/Konzen- 
tration 
im Versuch 


Spaltung (ccm n/20 KOH) 
Zusatz a 
LG. AG. GL. GA, GG, LGG. AGG. GGG. 


0,42 0,72 | 0,84 
0,41 
0.33 
0,15 
0,40 
0,08 
0,39 


0,11 
0,22 
0,10 
0,15 
0,18 
0,06 
6,15 


0,01 
0,08 
0,10 
0,17 
0,00 
0,03 
0.15 


0,90 
1,05 
1,34 


0,12 
0,73 
0,75 
0,50 
0,23 
0,06 


0,62 


0,65 
0,58 
0,65 
0,53 
0,14 
0,01 
0,55 


0,77 
0,99 


100 

1 000 

1 000 

10 000 

250 
1000 + 250 


Mg 
Mn 
Co 
Zn 
Cystein 
Mn--SH 


0,54 
1,33 
0,77 
0,23 


0,60 
0,81 


0,68 
0,65 
das amino-peptidatische Wirkungs- 


Um einen Uberblick iiber 


vermégen der Ascitestumor-Fliissigkeit zu geben, sind in Tabelle II 


Tabelle II. Wirksamkeit verschiedener Ascitestumor- Fliissig- 
keiten gegeniiber Di- und Tripeptiden in Ab- und Anwesenheit 
eines bestimmten Metalls. 
Versuchsbedingungen wie in Tabelle I. 





Ent- 

| nahme 
|, nach der LG. 
| Impfung|——— 


Tage 


Spaltung (ccm n/20 KOH) 
AG. GG. LGG., 


Mg 


GL. 
Zn 


GA. AGG. 


Mn Co Zn Mn 


0,24 0,94 0,52 0,82) 0,05 0,46) 0,20 
0,12 0,75 0,65 0,60! 0,01 0,12! 0,4 
0,22 0,76 0,51 0,62) 0,03 0,07) 0,1 


15 
14 
12 


8 0,24) 0,54.0,98 0,60 0,81, 0,62, 0,% 
00,12) 0,47:1,16 9,71 0,90 0,80 1.2 





5 0,16 )0,73 0,91 0,88 1,17 0,91 1,6 


0,07 0,69 0,51 0,68) 0,07 0,16 0,1 
7.0,17!/0,20 0.63 0,40 0,51 0,33 0,5 


10 
5 0,03:0,58 0,15 0,29)/0,02 0,05/'0,1 


9] 


0,28 0,1 
0,37 0,1 
0,15 0,10 0,18)}0,76 1,15 1,18)1,40 1.00 1,5 
0,27, 0,1 
0,15 0,0 


2 
9 
9 
0 


Tabelle IIT. Amino-peptidatische Wirksamkeit der Ascitestumo! 
Fliissigkeit von Mausen der gleichen Impfreihe. 
Acitestumor-Fliissigkeit: Der Ascites wurde den Mausen 10 Tage nach det 
Impfung steril entnommen, zellfrei zentrifugiert und sofort ausgewertet. 
Es wurden 0,05 cem der Fliissigkeit bei den Dipeptid- und 0,025 ccm bei 
den Tripeptid-Versuchen angewandt; nur bei den Mausen Nr. 3 und 7 wurden 
jeweils die halben Mengen benutzt. Versuchsbedingungen wie iiblich. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 


Maus 
Nr. 





LG./Mn | AG./Mg | GG./Co GL. GA. LGG.Mn AGG./Co GGG./Co 
1,39 
1,50 
2,00 
1,00 
1,60 


1,90 


1,74 
1,50 
1,74 
1,37 
1,48 
1,61 


0,80 
1,23 
1,64 
0,68 
1,41 
1,58 


0,70 
0,55 
0,27 
0,23 
0,41 
0,45 


0,36 
0,22 
0,21 
0,30 
0,31 
0,14 


1,44 
0,94 
1,04 
0,52 
0,61 
0,80 


0,60 
0,20 
0,35 
0,10 
0,16 
0,33 


1,80 
0,60 
0,72 
0,80 
0,83 
0,80 
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1, 0,62) 0,9 
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GGG./Co 


1,39 
1,50 
2,00 
1,00 
1,60 
1,90 
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Auswertungen von Fliissigkeiten verschieden alter Ascitestumoren an- 
gefiihrt und in Tabelle ITI solche der Fliissigkeiten von Ascitestumoren 
wiedergegeben, die Mausen einer Impfreihe 10 Tage nach der Tmpfung 
entnommen waren. 

Die Ergebnisse der Beispiele in den Tabellen 1 ILL lassen sich 
ungefahr folgendermaBen zusammenfassen: Das Wirkungsvermégen der 
Ascitestumor-Fliissigkeit fiir bestimmte Di- und Tripeptide ist an sich 
heachtlich, im Vergleich aber zum Wirkungsvermégen von Mause 
Organ-Ausziigen! gering. Auch Glycerinausziige aus frischem Mause- 
carcinom sind in der Regel peptidatisch etwas wirksamer. Vor allem 
ist das sich aus dem Wirkungsvermégen ergebende Spaltungsverhiltnis 
LG.: AG.: GL.: GA. : GG. von dem der Organ- und Carcinom- Ausziige 
verschieden: Von Glycerinausziigen aus Miause-lebern und -nieren und 
aus Mause-Carcinomen werden namlich, wie wir gefunden haben, 
AG., GL., GA. und GG. sehr viel besser gespalten als LG., was bei der 
Ascitestumor-Flissigkeit nicht der Fall ist. Hier fallt vor allem die 
schwache Wirksamkeit gegeniiber den Glycylpeptiden, insbesondere 
gegentiber GG. (auch in Anwesenheit von Kobalt) auf?. Dab das 
Wirkungsvermégen der <Ascitestumor-Fliissigkeit innerhalb gewisser 
Grenzen schwankt, war zu erwarten. Bemerkenswert dagegen ist, daB 
die T'ripeptide viel besser gespalten werden als die Dipeptide. Ein solches 
Verhaltnis trifft man ungefahr im Glycerinauszug aus frischem Mause- 
carcinom und im Blutserum verschiedener Tiere (Schaf, Kaninchen) an. 
ob auch im Blutserum der Maus, konnten wir wegen Materialmangel 
nicht ermitteln?: in Glycerinausziigen aus frischen Mause-lebern und 
-nieren fanden wir, daB eher das dipeptidatische dem tripeptidatischen 
Wirkungsvermégen tiberlegen ist. 

Wie Tabelle IV zeigt, nimmt das amino-peptidatische Wirkungs- 
vermégen der Ascitestumor-Fliissigkeit mit fortschreitendem Alter zu. 
Ob dies aber immer so ist, kann aus Mangel an geniigenden Beispielen 
nicht stichhaltig belegt werden, ist aber anzunehmen. 

Was die Steigerung der Wirksamkeit der in der Ascitestumor- 
Flissigkeit vorliegenden Peptidasen durch Metalle betrifft, so kann sie 
mit derjenigen gleichwirkender Peptidasen anderer tierischer Herkunft 
gleichgesetzt werden. Besonderes Interesse verdient die Wirksamkeits- 
steigerung gegentiber AGG. und GGG. durch Kobalt. Denn diese ver- 
haltnismaBig kraftige Steigerung, vor allem gegeniiber GGG., ist reell, 
weil namlich hier die GG.-spaltende Peptidase, die in anderen Fallen 
die beobachtete Steigerung in Frage stellt, so gut wie ganz fehlt. Man 
darf also Kobalt auch als Beschleuniger der AGG.- und GGG.-Spaltung 
bezeichnen. 


1 Vgl. V. Mitteilung dieser Reihe, diese Zeitschr. 310, 28, 1941, und 
unverétfentlichte Versuche. 2 Vgl. Nachtrag S. 384. 
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Tabelle 1V. Anderung des peptidatischen Wirkungsvermégens mit 
dem Alter des Ascitestumors. 
Geringe Mengen des zu untersuchenden Ascitestumors wurden einer Maus 
7, 12 und 16 Tage nach der Impfung entnommen. Wahrend der letzten 
Entnahme lag das Tier in Agonie; ungefahr 1 Stunde spater war es tot. Di 
angewandten Mengen betrugen 0,05 cem im Dipeptid-, 0,025 cem im Tri 
peptidversuch; bei den LGG.-, AGG.- und GGG.-Ansatzen mit dem 
l6tagigen Ascites wurde die halbe Menge (0,0125 cem) genommen. 





Tag der ee __ Spaltung (ccm n/20 KOH) r7e% 


Entnabme |) 7G Mn | AG.Mg | GG./Co GL. GA. /|LGG./Mn: AGG.jCo | GGG.IC 





0,77 0,12 | 0,22 0,08 0,80 0,85 rr 
0,80 0,80 0,33 0,45 0,14 1,61 1,58 1,90 
1,06 1,81 1,09 1,19 0,65 1,23 1,10 1,56 


Daf die Amino-peptidasen der Ascitestumor-Fliissigkeit, genau so 
wie diejenigen anderer tierischer Herkunft, durch Komplexbildne: 
gehemmt werden, geht aus den Angaben in Tabelle V hervor. Fiir eine 
Hemmung der LGG.- und AGG.-Spaltung ist die angewandte Kon 
zentration der Zusatzstoffe zu gering gewesen: daB diese aber gehemmt 
werden, wenn auch erst durch gréBere Konzentrationen dieser Stoffe. 
haben wir eingehender bei den gleichen Peptidasen des Blutserums 
gezeigt!. Neu ist die Feststellung, daB auch das Fluor-Jon im Gegensatz 
zum Chlor-, Brom- und Jod-Ion bestimmte Amino-peptidasen deutlich 
zu hemmen vermag?. Auch dieser Befund weist auf einen Metallgehalt 
der Amino-peptidasen hin. 


Tabelle V. Einflu8 von Komplexbildnern auf die Wirksamkeit 
der Ascitestumor-Fliissigkeit gegeniiber Di- und Tripeptiden. 
Von der Ascitestumor-Fliissigkeit wurden bei LG. 0,25, bei AG. 0,10, bei 
LGG. und AGG. 0,025 cem angewandt. Die m/Konz. der Zusatzstoffe wa: 
im Ansatz fiir HCN, Pyrophosphat und Fluorid m/100, fiir Cystein m/125. 
Versuchsbedingungen wie iiblich. 





Spaltung (ccm nj *0 K OH) 
Zusatzstoffe ; 


Pyrophosphat 
Fluorid 
Cystein 


LG. 


0,61 
0,17 
0,11 
0,15 


0,18 


AG. 


0,68 
0,24 
0,26 
0,18 


0,22 


LGG. 


0,66 
0,56 
0,65 
0,53 
0,60 


AGG. 


0,90 
0,81 
0,85 
0,79 
O88 





1 TIL. Mitteilung dieser Reihe, diese Zeitschr. 308, 359, 1941. — ? Auch 
einige der in Glycerinausziigen aus tierischen Organen vorliegenden Pep 
tidasen werden durch Fluorion gehemmt (unver6éffentlichte Versuche) 
Uber den aktivierenden Einflu8 von Chlorion auf die Hefepeptidasen 
val. F. Schneider u. E. Graef, diese Zeitschr. 807, 249, 1941. 
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If. Das Wirkungsvermoégen wiisseriger Ausziige aus getrockneten Ascites- 
tumor-Zellen und sein Verhalten gegen bestimmte Zusatzstoffe. 


m ‘ ’ < r 

Die hochtourig abgeschleuderten Ascitestumor-Zellen wurden 
zweimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und durch 
zweimalige Behandlung mit der fiinffachen Menge Aceton get rocknet. 
Die Nachtrocknung geschah im Exsikkator tiber P,O;. 

Obwohl das Trocknen von Organ-, Gewebe- und Zellbrei mit 
Aceton (mit Alkohol- oder Methylalkohol-Ather noch gréBere) Nachteile 
fiir die quantitative Erfassung der in dem frischen Material vorliegenden 
Peptidasen besitzt, muBten wir die Ascitestumor-Zellen und die anderen 
aus technischen Griinden vor ihrer Extraktion trocknen. AuBerdem ist 
auch die von einer Maus zu gewinnende Menge Ascitestumor-Zellen 
fiir einen Glycerinauszug iiblicher Art zu gering, abgesehen davon, 
daB die Gewinnung von Glycerinausziigen an sich schon verlustreich 
ist und die Ascitestumor-Zellen gewichtsmaBig nur ungenau zu erfassen 
sind. Eine Extraktion der frischen Zellen mit Wasser verbot sich auf 
Grund unserer friiheren Erfahrung!. 

Die beim Trocknen tierischen Materials durch Aceton hervorgerufenen 
Schaidigungen bei den Amino-peptidasen, die bei Verwendung von Alkohol- 
oder Methylalkohol-Ather noch viel gr6é8er sind, treffen vor allem das AGG,- 
und GGG.-Spaltungsvermégen: Wahrend die Ausziige aus frischem Leber- 
und Nierenbrei (Meerschweinchen, Kaninchen und Ratte) neben LGG. 
auch AGG. und GGG. kraftig, AGG. oft sogar noch viel besser als LGG., 
zerlegen, besitzen Ausziige aus dem gleichen, aber getrockneten Material zwat 
gegeniiber LGG. noch fast die gleiche, gegeniiber AGG. und GGG. aber 
selbst in Anwesenheit von Kobalt — nur noch einen Bruchteil der Wirksam- 
keit der Glycerinausziige. Daraus geht hervor, dap bei der Trocknung 
tierischen Materials durch Aceton (Alkohol- und Methylalkohol-Ather) die 
Wirksamkeit gegeniiber AGG. und GGG. stark leidet?, Da wir diesen Befund 
mit groBer RegelmaBigkeit erhoben haben, darf aus ihm folgendes abgeleitet 
werden: Wenn Ausziige aus acetongetrocknetem, tierischem Material gegen 
liber LGG. kraftig, gegeniiber AGG. und GGG. aber nur noch schwach 
oder kaum wirksam sind, so besagt dies nicht oder es kann nicht daraus 
geschlo: sen werden, daB auch der Gehalt des frischen Materials an AGG. 
und GQCG.-Peptidasen so gering ist. Man darf im Gegenteil mit groBer 
Sicherheit daraus schlieBen, daB der Gehalt des frischen Materials an diesen 
Peptidasen ahnlich demjenigen an LGG.-Peptidase ist. 

Dieser Befund 1a8t sich mit der Annahme, daB LGG., AGG. und GGG. 
ven ein und demselben Enzym, der sogenannten Aminopolypeptidase, 
gespalten werden, wohl kaum vereinbaren. Auch kann man u. EF. nicht 
das Auftreten von Hemmungskérpern dafiir verantwortlich machen 
Wir werten ihn deshalb als eine weitere Stiitze fiir unsere Auffassung 
wonach die ,,Aminopolypeptidase** kein einheitliches Enzym ist. 


1 Z.B. IV. Mitteilung: diese Zeitschr. 309, 179, 1941. * Beun 
froeknen tierischen Gewebes im stark gefrorenen Zustand im Vakuum 
iiber P,O, erleidet die Wirksamkeit gegeniiber AGG. und GGG. keine 
Absehwachung (unveréffentlichte Versuche). 
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Inwieweit auch das auffallend schwache Wirkungsvermégen der Aus- 
ziige aus dem getrockneten Zellmaterial fiir GG. und verschiedentlich auch 
tir AG., GL. und GA. auf bei der Trocknung erlittene Wirkungseinbuf« 
zuriickzufiihren ist, laBt sich nicht klar tibersehen. Aus Versuchen mit 
wisserigen Ausziigen aus T'rockenpulvern von Lebern und Nieren des Meer- 
schweinchens, Kaninchens und der Ratte geht jedenfalls nicht hervor, da’ 
auch die Trager dieses Wirkungsvermégens nennenswerte Schadigungen bei 
der Trocknung erleiden. Denn in diesen ist das Spaltungsverhaltnis 
LG.: AG.: GL. : GA. : GG. noch im wesentlichen das gleiche wie im Glycerin 
auszug aus dem frischen Material. 


Die mit Aceton getrockneten Ascitestumor-Zellen geben ihre 
Amino-peptidasen, soweit sie die Trocknung tiberstanden haben, leichi 
an Wasser ab. Zur Gewinnung bestimmter Peptidasen geniigt es 
wie Tabelle VI belegt —, das Trockenpulver ungefahr 30 Minuten bei 
pu etwa 8 und ¢t = 40° mit Wasser zu verriihren und darauf das Un- 
geléste abzutrennen. 


Tabelle VI. Einflu8B der Bedingungen auf die Extrahierbarkeit der 
Amino-peptidasen aus getrockneten Ascitestumor-Zellen. 
Zur Ermittlung der besten Extraktionsbedingungen mit Wasser als Extrak - 
tionsmittel muBten, um geniigend Material dafiir zu haben, die getrocknete n 
Ascitestumor-Zellen von 6 Mausen vereinigt werden. Sie wurden gepulvert 
und gut gemischt. Davon benutzten wir jeweils 30 mg, die mit der 100fachen 
Menge Wasser behandelt wurden. In Versuch 1—4 wurden je 30 mg mit 
3ccm Wasser '/,, 1'/,, 4 und 10 Stunden bei Zimmertemperatur behandelt, 
wobei die ersten 30 Minuten gelinde geschiittelt, spaiter nur ab und zu auf- 
geschiittelt wurde. In Versuch 5 wurde bei pp = 8 30 Minuten bei Zimmer- 
temperatur, in Versuch 6 bei px = 8 30 Minuten bei 40° extrahiert. Danach 
zentrifugierte man 10 Minuten bei 10000 U/min und erhielt eine klare, 
kaum gefairbte Lésung. 

Spaltungsversuch: Es wurden im 5ccm Ansatz iiberall 0,25cem Auszug 
angewandt, der auf po = 8 eingestellt war. Spaltungsdauer 20 Stunden, 
t = 40, px = 8. Toluol. Titrationsprobe 2ccm. Zusitze bei LG. Mn(SQ,), 
bei AG, Mg(SO,), bei GG. Co(SO,), bei GL. und GA. keine, bei LGG. 
Mn(S0Q,), bei AGG. und GGG. Co(SO,). Mg lag in m/100, die anderen 
Metalle lagen in m/1000 Konzentration im Ansatz vor. 





Spaltung (ccm n/20 KOH) 
La. | AG. Ga. | GA. LGG. 


Versuch 





1,12 1,05 0.07 0,79 1,25 

0,99 1,20 0,03 0,76 1,03 0,00 

0,82 1,22 0,10 0,74 0,95 0,03 

0,75 1,28 0,02 0,38 0,88 0,04 

1,23 0,78 0,11 i 0,40 1,35 0,02 |- 

1,28 1,35 0,03 0,49 1,31 0,04 0,03 


Die so dargestellten Ausziige spalten von den drei 7'ripeptiden nu: 
LGG. kraftig ; fiir AGG. und GGG. zeigen nur fiinf- bis zehnfach gréBere 
Mengen ein meBbares Wirkungsvermégen. Die Griinde dafiir wurden 





ry Aus- 
1 auch 
nbub: 
nm mit 
Meer- 
r, dafi 
en bei 
1altnis 
reerin 


| thre 
leicht 
es 

en bei 

s Un. 


it der 
en. 

<trak - 
nete n 
ulvert 
achen 
iz mit 
ndelt, 
u auf- 
nmer- 
anach 
klare, 


uszug 
inden, 
(SO,), 
LGG. 


deren 


Zur Kenntnis tierischer Peptidasen. XII. 381 


schon naher angegeben. Wir zweifeln nicht daran, dab der Enzym- 
Apparat der Zellen fahig ist, diese beiden Peptide genau so wie LGG. 
zu spalten. Weiterhin fallt das fast véllige Fehlen der Wirksamkeit 
gegeniiber GG., selbst in Gegenwart von Kobalt, auf. DaB sich auch 
die Ascitestumor-Fliissigkeit gegeniiber diesem Dipeptid sehr wenig 
wirksam zeigt, sei in diesem Zusammenhang nochmals erwahnt. Als 
verhaltnismabig gering darf auch das Wirkungsvermégen fiir GL. 
und GA. bezeichnet werden, ja selbst das fiir AG. 


Die Auswertungen der Versuche 1 bis 4+ in Tabelle VI zeigen sehr 
schén, wie mit steigender Extraktionsdauer die Wirksamkeit gegen- 
iiber LG. allmahlich abnimmt, gegeniiber AG. aber zunimmt. Auch 
das Wirkungsvermégen fiir LGG. wird langsam schwacher, sprunghaft 
das fiir GL. und GA. Die peptidatisch wirksamsten Ausziige gewinnt 
man unter den schon angefiihrten Bedingungen (Versuch 6). 


Aber nicht alle untersuchten Ausziige aus getrockneten Ascites- 
tumor-Zellen waren gegeniiber AG., GL., GA. und GG. so wenigq wirksam. 
Wie Tabelle VII belegt, fand sich unter dem getrockneten Zellmateria! 
auch solches, aus dem unter den gleichen Bedingungen wirksamere 
Ausziige, vor allem gegeniiber den Glycyl-peptiden, gewonnen werden 
konnten. Auf Grund dieser Unterschiede im Enzymgehalt des Trocken 
materials, die wohl kaum durch die Trocknung bedingt sein, noch von 
der Extraktion herriithren kénnen, vermuten wir, da die Zusammen- 
setzung der Ascitestumor-Zellen nicht nur wechselt, was von vornherein 
angenommen werden mu, sondern manchmal tiber die Norm hinaus 
sehr stark wechselt, d.h. daB das Verhaltnis von Tumor- zu Exsudat- 
zellen vom iiblichen stark abweicht. Um die Ursache dieser Schwan- 
kungen des peptidatischen Wirkungsvermégens kennenzulernen, miiBte 


Tabelle VII. Wirksamkeit des wasserigen Auszuges aus getrock- 
neten Ascitestumor-Zellen gegeniiber Di- und Tripeptiden und 
der Einflu8 verschiedener Zusatzstoffe darauf. 
Versuchsbedingungen: Zur Bereitung des wisserigen Auszuges wurden 0,50 2 
getrocknete Ascitesttmor-Zellen mit 5cem Wasser wiahrend ungefahr 
30 Minuten bei pu etwa 8 geiinde geschiittelt und dann das Ungeldste 
hochtourig abgeschleudert. Vom Auszug nahm man 0,15cem fiir alle 
Ansitze. Sonstige Bedingungen wie in Tabelle I. 





! m/Konzen Spaltung (cem n/20 KOH) 
Zusatz Se +. ——— ats ec anietuitsacsietori ae taenen x 
| Guten La. | AG. | @L. | GA. | aa. | Lee. 


_ 0,70 1,23 | 1,10 
Mg 100 1,26 Lor | 2a2 
Mn 1 000 1,24 - 

Co 1 000 

Zn 10 000 0,96 1,10 1,00 
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man vor der Auszugsbereitung bzw. dem Trocknen das Verhialtnis von 
Tumor- zu Exsudatzellen jeweils genau bestimmen. 

Tabelle VII orientiert gleichzeitig auch iiber den EinfluB  be- 
stimmter Metalle auf die Wirksamkeit gegeniiber Di- und Tripeptiden. 
Der EinfluB ist im wesentlichen der gleiche wie beiden Amino-peptidasen 
anderer tierischer Herkunft. 


I. Das amino-peptidatische Wirkungsvermégen wiisseriger Ausziige aus 
in der Bauchhéhle angewachsenen, getroekneten Ascitestumor-Zellen. 

Von den zur Verfiigung stehenden Mausen mit Ascitestumor wat 
es nur bei dreien méglich, von jeder soviel in der Bauchhéhle ange- 
wachsene Carcinom-Zellen zu sammeln, da® ihre Menge nach dem 


Trocknen zur Bereitung eines Auszuges geniigte. Die Auswertung 


dieser Ausziige findet sich in Tabelle VIIL. 


Tabelle VIII. Wirkungsvermégen wasseriger Extrakte aus ge- 
trockneten Ascitestumor-Zellen, die in der Bauchhéhle an 
gewachsen waren, fiir verschiedene Di- und Tripeptide. 
Beispiel: Die abgelésten Tumorzellen wurden zweimal mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewaschen und durch zweimalige Behandlung mit ungefahr 
der fiinffachen Menge Aceton getrocknet; Nachtrocknung im Exsikkator 
iiber P,O;. Von Maus Nr. 2 wurden so 350, von Maus Nr. 7 29 und von 
Maus Nr. 8 70 mg feingepulvertes Zellmaterial gewonnen. Daraus wurden 
durch 30 Minuten langes Behandeln mit der 100 fachen Menge Wasse1 
bei pu etwa 8 und 40° die Ausziige bereitet. 


Versuchsbedingungen wie in Tabelle VII angegeben. 





Menge des Spaltung (ccm n/20 K O H) 
Maus | 2ngewandten . vious ign i 
- Auszuges nage GG. GL. GA. 


Nr. ecm i I Co - - Mn Co 


LGG. 


0,25 0,10 0,11 0,05 0,16 0,18 0,22 1,00. 0,07 | 0,03 
0,50 0,07 1,18 0,14 0,04 0,07 0,08 0,20 1,42, 0,03 0,05 
0,50; 0,90 | 1, 1,74 0,38 0,84 0,68 1,03 1,88. 0,04 | 0,00 
fiir AG.0,25 

Das Wirkungsvermégen der in Tabelle VILL angefiihrten Ausztige 
fiir verschiedene Di- und Tripeptide weicht ziemlich voneinander ab. 
Am wirksamsten gegeniiber LG. und LGG. ist der 1. Auszug: Seine 
Wirksamkeit und diejenige des 2. Auszuges werden zum Unterschied 
von der LG.- und LGG.-Wirksamkeit des 3. Auszuges durch Mangan 
sehr krdftig gesteigert. Das Spaltungsvermégen der beiden ersten Ausziige 
(aus den Zellen der Mause Nr. 2 und 7) fiir AG. und die Glycy!peptide 
ist sehr schwach, dasjenige des 3. Auszuges fiir AG. auffallenderweise 
sehr stark, fiir GL. und GA. merklich. Das Fehlen eines nennenswerten 
AGG.- und GGG.-Wirkungsvermégens in allen drei Ausziigen war nach 

dem frither Gesagten zu erwarten. 
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Wie die voneinander abweichenden Befunde (Maus Nr.2 und 7 
einerseits, Maus Nr. 8 andererseits) zu verstehen sind, vermégen wir 
nicht zu sagen. Unter der Voraussetzung, dab die Zellen von den 
Mausen Nr. 2 und 7 mit denjenigen der Maus Nr. 8 identisch, d. h. reine 
Carcinomzellen waren, miiBten die Peptidasen, insbesondere die AG.- 
spaltende, in den beiden ersten Fallen beim Trocknen stark geschadigt 
worden sein. Da wir dies fiir wenig wahrscheinlich halten, glauben wir 
eher an eine merkliche Verschiedenheit der Zellen als Ursache ihres 
verschiedenen Peptidasen-Gehalts. Aus dem Vorstehenden geht hervor, 
wie notwendig es ist, bei kiinftigen Untersuchungen neben den enzymati- 
schen auch morphologische Bestimmungen einherlaufen zu lassen. 


IV. Das Wirkungsvermégen eines wiisserigen Auszuges aus getroecknetem 
Carcinomgewebe fiir verschiedene Di- und Tripeptide. 

Uber die Wirksamkeit der mit Glycerin aus frischem Carcinom- 
gewebe (der Impfgeschwulst) extrahierbaren Amino-peptidasen und 
iiber den Einflu8 bestimmter Metalle auf diese haben wir schon bei 
anderer Gelegenheit berichtet!. Danach vermag der Glycerinauszug 
aus Tumorbret schon an sich AG., GL. und GA. viel besser zu spalten 
als LG. und selbst nach Zusatz der fiir die betreffenden Spaltungen 
optimalen Metalle auch noch GG. (Kobalt) rascher als LG. (Mangan). 
AuBerdem besitzt er gegeniiber AGG. und GGG. eine Wirksamkeit. 
die der gegeniiber LGG. ungefahr entspricht. 

Wie aus den Spaltungswerten in Tabelle IX hervorgeht, zeigt der 
wisserige Auszug aus getrocknetem Carcinomgewebe ein etwas anderes 
Wirkungsvermégen als wir es vom Glycerinauszug aus Frischgewebe 
her kennen. DafB jener AGG. und GGG. in den angewandten Mengen 
nicht zu spalten vermag, war zu erwarten und bedeutet nicht, daB auch 
das Peptidasen-System der Zellen im frischen Zustand gegeniiber AGG. 
und GGG. nur schwach wirksam ware. Dagegen ist auch hier wieder 
auffallend, wie gering das Wirkungsvermégen des Auszuges fiir GG. 
ist, selbst in Gegenwart von Kobalt. Auch das fiir GL. und GA., ja 
selbst das fiir AG., ist verhaltnismaBig schwach. Die nicht zu iiber 
sehenden Unterschiede in der Wirksamkeit des Auszuges aus frischem 
und getrocknetem Carcinom-Gewebe gegeniiber AG. und den Glyeyl- 


peptiden, insbesondere gegeniiber GG., ]aBt zwei Deutungen zu: Ent- 


weder haben die Traiger dieses Spaltungsvermégens beim Trocknen 
doch mehr gelitten, als wir auf Grund unserer Erfahrung bei Leber- 
und Nieren-Gewebe anzunehmen geneigt sind, oder aber der Peptidasen- 
Gehalt der jetzt untersuchten Carcinom-Zellen war tatsaichlich von dem 
der friiher untersuchten Carcinom-Zellen nicht unwesentlich verschieden. 


' Z. B. IV. und V. Mitt. dieser Reihe, diese Zeitschr. 809, 179, 1941; 
310, 28, 1941. 
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Sobald wir tiber das notwendige Ausgangsmaterial verfiigen, werden 
wir untersuchen, welche der beiden Méglichkeiten zut rifft. 


Tabelle IX. Wirkungsvermégen eines wasserigen Auszuges aus 
getrocknetem Carcinomgewebe fiir verschiedene Di- und Tri- 
peptide. 

Die Trocknung des Gewebes (als Brei) und die Darstellung des Auszuges 
geschahen wie in Tabelle VIT angegeben. Auch die Spaltungsbedingungen 
waren die gleichen. Vom Auszug wurden im 5-cem-Versuch 0,50 cem 
benutzt. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


LG. AG GG. GL. GA. LGG. AGG. GGG. 
Mn Mg Co Mn Co Co 


1,40 1,96 0,23 1,17 1,26 1,33 0,11 0,00 


Fiir ihre sorgfaltige Mitarbeit bei diesen Versuchen habe ich Fri. 
R. Frey zu danken. 


Nachtrag bei der Korrektur (14, April 1942): Wir konnten mittlerweile 
auch das Wirkungsvermégen des Blutserums der Maus fiir bestimmte 
Di- und Tripeptide und den EinfluB von Metallen auf dieses ermitteln. 
Die Werte in Tabelle X stammen von einem Mischserum, das von ins- 
gesamt 9 Ascitestumor-Maéusen gewonnen war. 


Tabelle X. Wirkungsvermégen eines Miuse-Mischserums von 
Ascitestumor-Mausen fiir Di- und Tripeptide in Ab- und 
Anwesenheit bestimmter Metalle. 

Fiir die 5 cem Dipeptid-Ansaitze wurden 0,15 ccm, fiir die Tripeptid- 
Ansitze 0,075 cem Serum angewandt. Sonstige Versuchsbedingungen wie 
in den vorherg-henden Tabellen. 





Spaltung (cem n/20 KOH) 


m/Konzentration 


im Ansatz LG 


Zusatz - . —- 
JG. AG. GG. GA. LGG. ! . | GGG 


— 0,23 1,05 0,14 0,34 0,82 1,10 
Mg 100 1,01 0,88 1,31 

Mn 1 000 1,19 Liz 

Co 1 000 0,34 0,66 0,81 1,00 

Zn 10 000 _ 0,36 


Ein Vergleich dieses Ergebnisses mit demjenigen der Ascitestumor- 
Fliissigkeit spricht dafiir, daB die Hauptmenge der in dieser nachgewiesenen 
Peptidasen aus dem Blutserum stammt. Im Zusammenhang mit unseren 
friheren Angaben iiber betrachtliche Aktivierungen von Serum-Peptidasen 
durch Schwermetalle! ist bemerkenswert, daB die Peptidasen des Mduse- 
Serums in ihrem Aktivierungsverhalten denen des Meerschweinchen-Serum- 
und (nach unveréffentlichen Befunden) auch des Ratten-Serums gleichen, 
wahrend das Wirkungsvermégen des Schaf- und Kaninchen-Serums fiir alle 
gepriiften Di- und Tripeptide durch Kobalt am kraftigsten gesteigert wird. 


1 Z. B. ILL. Mitteilung, diese Zeitschr. 808, 359, 1941. 
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Uber den biologischen Erginzungswert 
verschiedener Nahrungsproteine. 


I. Mitteilung: 
Der Ersatz von tierischem EiweiB durch Hefeeiwei8 *. 
Von 


Andreas Hoek. 


(Aus der Ernahrungsphysiologischen Station des Instituts 
fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation zu Berlin 
Institutsdirektor Prof. Dr. H. Fink.) 
(Eingegangen am 26. Januar 1942.) 


Mit 8 Abbildungen im Text. 


Jinleitung. 


Seit den grundlegenden Versuchen von EF. Abderhalden ist es eine 
gesicherte Tatsache, daB der Organismus von Mensch und Tier seine 
arteigenen Proteinkérper aus Aminosiuren aufbaut (1). Weiterhin 
ist uns heute bekannt, daB der tierische Stoffwechsel in der Lage ist, 
eine Reihe von lebenswichtigen Aminosiuren aus Ammoniak und 
N-freien Vorstufen aufzubauen; andere dagegen kann er nicht syntheti- 
sieren und diese mu er daher durch Verdauungsprozesse aus den 
EiweiBk6rpern oder Amiden der Nahrung gewinnen (1). Durch die 
Arbeiten von Rose und Mitarbeitern (2) sind die vom Organismus 
nicht synthetisierbaren, andererseits aber lebenswichtigen Aminosauren 
heute ziemlich bekannt. Es sind dies die folgenden: Valin, Leucin, 
Isoleucin, Lysin, Cystin oder Methionin, Threonin, Phenylalanin, 
Tryptophan und Histidin; von ihrer ausreichenden Anwesenheit in 
den verschiedenen verdaulichen Nahrungsproteinen hangt deren bio- 
logischer Wert ab. Leider gestaltet sich vor allem die quantitative 
chemische Bestimmung der Aminosiuren in Proteinen recht schwierig, 
so da8B noch fiir kein EiweiB die Analyse véllig gelungen ist. Wertvolle 
qualitative und quantitative Anhaltspunkte tiber den Gehalt an lebens- 
wichtigen Aminoséuren wurden jedoch fiir viele EiweiBarten schon 
gefunden. Im Falle des hier interessierenden HefeeiweifBes konnten 
von Kraut und Schlottmann fiir Brauereihefe (3) und von Fink und Just 
sowie in neuerer Zeit von Dirr und von Soden fiir Holzzuckerhefe (4) 
unter anderem Arginin, Lysin, Histidin, Cystin, Tryptophan und 
Tyrosin qualitativ nachgewiesen und auch quantitativ bestimmt werden. 


VYorlaufige Mitt.: A. Hock, Wochenschr, f. Brauerei 1941, 5S. 269. 








A. Hock: 


Im Tierversuch bestimmt man die biologische Qualitaét eines 
Eiweibes haufig nach einem zuerst von T'homas (5) vorgeschlagenen 
und spater von Mitchell (6) verbesserten Verfahren; dabei werden die 
Versuchstiere so lange bei einer eiweiffreien, aber kohlenhydratreichen 
Diait gehalten, bis die taglich im Harn ausgeschiedene Menge N-haltiger 
Substanzen auf ein Minimum, die scgenannte Abnutzungsquote, ge- 
sunken ist. Dann wird das zu untersuchende Protein zugelegt und 
bestimmt, wieviel Teile des verdaulichen Anteils nétig sind, um 100 Teile 
Kérper-N zu ersetzen. Diesen Wert bezeichnete Thomas als .,biologische 
Wertigkeit**. Der Nachteil dieser Methede ist vor allem darin zu sehen, 
dafs die Versuche nur auf kurze Phasen im Leben des Versuchstieres 
beschrinkt bleiben, wihrend es gerade fiir die Ermittlung der biologi- 
schen Qualitaét eines EiweiBes nétig erscheint, die Wirkung méglichst 
wihrend aller wichtigen Lebensvorgange (z.B. Wachstum, Fort- 
pflanzung und Milchleistung) zu verfo'gen. Ferner wird, wenigstens 
bei der zur Zeit iiblichen Handhabung der Methode, meist nur eine 
EiweiBart, z. B. Weizen- oder Roggeneiwei®, allein untersucht. waihrend 
unter praktischen Ernahrungsverhiltnissen stets gleichzeitig Eiweif 
verschiedener Herkunft verzehrt wird. Diese verschiedenen EiweiBarten 
aber erginzen sich in ihrem biolcgischen Wert, da es dem Organismus 
ja, wie schon oben erwahnt, nicht darauf ankommt, was fiir Eiweif 
ihm geboten wird, sondern ob er in der Gesamtheit der gebotenen 
verdaulichen EiweiBarten die lebenswichtigen Aminosauren findet, 
die er selbst nicht synthetisieren kann. 

Diese Erginzbarkeit haben bereits We Collum und Mitarbeiter (7) 
durch zahlreiche langdauernde Aufzuchtversuche, vornehmlich an 
weiBen Ratten, mit den verschiedensten EiweiBkombinationen gezeigt . 
Der Vorteil der Arbeitsweise dieser Forscher besteht ferner darin, 
daB sich die Versuche iiber groBe Lebensabschnitte zahlreicher in einzelne 
Ernahrungsgruppen zusammengefaBter Tiere erstrecken. Dabei wird 
Wachstum, Gesundheitszustand, Sterblichkeit und Fruchtbarkeit beob- 
achtet. Das Grundprinzip dieser Versuchsanordnung wurde von einer 
Reihe anderer Autoren (8, 9) mit verschiedenen Variationen und guten 
Erfolgen angewandt; wenn die Ergebnisse dabei ge!egentlich unklar 
oder zweideutig waren, so hatte dies seine Griinde zum Teil in indivi- 
duellen Schwankungen der Wachstumstendenz der Versuchstiere, 
andererseits aber auch in Fehlern bei der Aufstellung der Versuchs. 
diaten. 

Auch wir verwendeten bei unseren Arbeiten iiber die biologische 
Qualitit des HefeeiweiBes im Prinzip das Me Collumsche Aufzucht- 
verfahren, wobei es uns gelang, die eben angedeuteten Fehlerquel’'e 
soweit auszuschalten, da klare Ergebnisse erzielt werden konnten 
(vgl. Versuchsanordnung). 
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Uber den Wert des HefeeiweiBes in der Tierernahrung liegen bereits 
verschiedene Veréffentlichungen (10) vor. Diese Arbeiten lassen jedoch 
vor allem im Hinblick auf eine Verwendung von Trockenhefe in der 
menschlichen Ernahrung noch die Frage offen, wieweit Hefeeiweif 
das tierische Eiweif unserer Nahrung ersetzen kann. Dabei interessiert 
nicht eine Ersatzméglichkeit von HefeeiweiB allein, sondern in Zu- 
sammenwirken mit den in unserer Ernahrung iiblichen anderen pflanz- 
lichen Proteinen, die ja nach den obigen Ausfiihrungen ergiinzend 
wirken miissen. Da uns vor allem die deutsche Ernahrungsweise inter- 
essierte, waihlten wir zur Ergainzung des Hefeeiweifes die in unserer 
deutschen Ernaihrung mengenmaBig wichtigsten pflanzlichen Proteine 
des Weizens und Reggens, die mindestens !/; bis !/, unseres gesamten 
EKiweiBbedarfs decken. 

An Trockenhefe standen uns eine Brauereihefe der Fa. Cenovis 
G.m. b. H., Miinchen, und eine Ho!zzuckerhefe der Deutschen Bergin 
A.-G., Mannheim-Rheinau, zur Verfiigung. Als tierisches Eiweib 
wurde Fischmeh'protein verwandt, das als biologisch besonders hoch- 
wertig bekannt ist und in Form von Fischmehl besonders einheitlich 
verfiigbar war. Auch Versuche mit Trockenmi!chpulver an Stelle des 
Fischmehles wurden durchgefiihrt : tiber sie wird spater noch berichtet 
werden; sie zeigen, wie zu erwarten, ein ahniiches Bi'd wie die Fischmehl- 
versuche. Als Versuchstiere dienten uns, wie bereits We Collum (1. ¢.), 
junge weife Ratten, da diese omnivore Tierart dem Menschen in 
ernihrungsphysiologischer Hinsicht sehr dhntich ist und sich daher all- 
gemein fiir Versuche, die iiber menschliche Erndhrungsverhdltnisse etwas 
aussagen sollen. hewdhrt hat. 

Experimenteller Teil. 
Methodik. 

Zu den Versuchen wurden junge, eben vom Muttertier abgesetzte 
weibe Ratten in acht Gruppen von je 10 bis 30 Tieren zusammengestellt . 
Die Ernahrung simtlicher Gruppen wurde, mit Ausnahme des Eiweibes, 


qualitativ und quantitativ praktisch gleich gestaltet. Verschieden war 


fiir jede Gruppe nur die gebotene EiweiBkombination, d. h. alle Gruppen 
erhie'ten zwar gleiche EiweiBmengen (rund 9 3°, der Gesamtnahrung 
an Rohprotein), die Art der gebotenen Proteine variierte jedoch (bei 
einem gleichb'eibenden Anteil von CerealieneiweiB) zwischen Fisckmehl- 
und Hefeeiweif (Brauerei- bzw. Holzzuckerhefe). Mit den so fest- 
ge’egten Diaten wurden nun die einze!nen Gruppen bis zu 210 Tagen 
(etwa 1/, der durchschnittlichen Lebensdauer einer Ratte) ernahrt. 
Aus den im Laufe der Versuche aufgenommenen Gewichtskurven 
wurde die biolcgische Wirkung der jewei!ls vorliegenden Fiweib- 
kombination in einer noch spater zu besprechenden Weise ermittelt. 








A. Hock: 


Tiermaterial, Gesundheitszustand der Tiere und Haltung. 


Da bei der angewandten Methodik das Wachstum als Indikator 
fiir die biologische Qualitat des zu untersuchenden Eiweibes verwendet 
wird, muB vor allem darauf geachtet werden, daB individuelle Unter- 
schiede in der Wachstumstendenz der einzelnen Tiere méglichst aus- 
geschaltet werden. Deshalb wurde die Zahl der Versuchstiere in den 
einzelnen Gruppen entsprechend hoch gehalten: weiterhin wurde darauf 
geachtet, médglichst gleichmaBiges Tiermaterial zusammenzustellen. 
Die Mehrzah! der Tiere stammte aus einer Aufzucht, die sich aus 
vier Wiirfen zusammensetzte oder aus Abkémmlingen dieser Wiirfe. 
Die iibrigen Tiere entstammten einzelnen Wiirfen, die auf die ver- 
schiedenen Versuchsgruppen verteilt wurden. Die Tiere wurden nach 
dem Absetzen vom Muttertier mit einem Gewicht von 40 bis 60 g in 
den Versuch genommen. Wenn Tiere wahrend des Versuchs starben, 
wurde eine Sektion zur Klarung der Todesursache durchgefiihrt. Keine 
der ermittelten Todesursachen konnte jedoch in direkten Zusammen- 
hang mit den Versuchen gebracht werden: hiufig starben die Tiere an 
exsudativer Pleurapneumonie auf unspezifischer Grundlage. Im all- 
gemeinen iiberschritten die Todesfalle nicht das normale MaB und die 
Tiere zeigten durchweg einen befriedigenden Gesundheitszustand ; 
auch Unterschiede in der Sterblichkeit zwischen den einzelnen Gruppen 
konnten nicht beobachtet werden. Nach Beendigung der Versuche 
wurden die Tiere ebenfalls zur Sektion gebracht, ohne daB jedoch 
pathologische Besonderheiten festgestellt werden konnten. 

Wahrend der ganzen Versuche wurden die Tiere einzeln oder héchstens 
bis zu 3 Stiick (nach Geschlechtern getrennt) in Boxen aus Eisenblech 
gehalten (GréBe: 30 x 30 X 25cm). Der Boden der Kafige wurde mit 
Sagemehl belegt, ferner wurden geeignete Holzbriicken eingesetzt, unter 
denen sich die Tiere ihrer Gewohnheit entsprechend verkriechen und aus 


Holzwolle Nester bauen konnten. Das Futter wurde in Tonschalen geboten, 
das "Trinkwasser in den iiblichen Saugflaschen. 


Fiitterung und Futterverzehr. 


Die Fiitterung erfolgte einmal taglich, die Diat samtlicher Gruppen 
wurde gern gefressen. MengenmaBig wurde von den einzelnen Diaten 
stets so viel gegeben, daB die Tiere am nachsten Tage noch einen kleinen 
Rest iibrig hatten. Um den Futterverzehr bei den einzelnen Gruppen 
ermitteln zu kénnen, wurde im Laufe der Versuche die tagliche Gesamt- 
ration der einzelnen Gruppen gewogen. Aus allen Tagen wurde dann 
unter Beriicksichtigung der Tierzahl ein Durchschnitt gezogen, der 
den mittleren Futterverzehr pro Tier und Tag darstellt. Aus diesen 
Durchschnitten wurde der in der Tabelle 4 angegebene Verzehr an 
Rohprotein fiir die gesamte Versuchsdauer errechnet. Man kann gegen 
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dieses Verfahren den Einwand erheben, das dabei nicht beriicksichtigt 
wurde, daB gréBere Tiere auch einen héheren taglichen Futterverzehr 
haben und daB®B ferner der Verzehr auch geschlechtsweise etwas ver- 
schieden sein wird. Da diese Ungenauigkeiten aber fiir alle Gruppen 
die gleichen sind, da ja, wie schon oben erwahnt, das Tiermaterial fiir 
alle Gruppen médglichst gleichmaBig ausgewahlt wurde, so diirften 
hieraus keine nennenswerten Stérungen der Versuchsergebnisse zu 
erwarten sein. AuBerdem gleichen sich diese Fehler ja auch wahrend der 
langen Versuchsdauer bei den einzelnen Tieren aus. 


Versuchsnahrung. 
A. Allgemeines. 


ie schon eingangs erwahnt wurde, kam es bei der Auswahl der 
W } gang hnt le, k I 1 \ hi d 


Versuchsdiaten vornehmlich darauf an, daB sich die einzelnen Gruppen 


praktisch nur in der Art des gebotenen Eiweibes unterscheiden; ferner 
muBte darauf gesehen werden, daB die einzelnen Versuchsnahrungen 
an allen sonstigen Nahrstoffen vollwertig waren. Diese Bedingungen 
werden in unseren Versuchen befriedigend erfiillt. In den Tabellen I 
bis III ist der durchschnittliche Nahrstoffgehalt der einzelnen Futter- 
mittel, die durchschnittliche prozentuale Futtermittelzusammensetzung 
der einzelnen Diatgruppen sowie der Nahrstoffgehalt und die Herkunft 
der einzelnen Nahrstoffe in den Versuchsdiaten aufgefiihrt. 


Die verwendeten Mengen an Bier-Trockenhefe, Holzzucker-Trockenhefe 
und Fischmehl stammten fiir alle Versuche und wahrend der ganzen Versuchs- 
dauer aus der gleichen Lieferung dieser Materialien. Der im Laufe der Zeit 
sich andernde Wassergehalt wurde bei den Futtermischungen entsprechend 
beriicksichtigt. Die iibrigen Futtermittel (Weizen, Roggen, Reisstarke usw. ) 
stammten aus 2 bis 3 Lieferungen; die in den Tabellen I und Il angegebenen 
Analysenwerte und Niahrstoffgehalte stellen Durchschnitte aus samtlichen 
durehgefiihrten Untersuchungen dar. Der verwendete Lebertran wurde 
nicht analysiert, da er stets in gleichbleibender Qualitat (entsprechend 
DAB. 6) von der Firma Heyl & Co. bezogen wurde. Von der verwendeten 
Reisstirke, die wir ebenfalls in stets gleichbleibender Qualitaét von der 
Firma Hoffmanns Starkefabriken bezogen, wurde nur der Wassergehalt 
kontrolliert, da dieses Material praktisch nur aus Starke bestand. Die 
einzelnen Diadten wurden jeweils nur in Mengen von 2 kg hergestellt, um 
Qualitatsminderung (z. B. durch Ranzigwerden des Lebertrans) zu_ver- 
meiden; Lebertran und Fischmehl wurden im Eisschrank bzw. in kiihlen 
Raumen aufbewahrt. Hergestellte Mischungen wurden stets durch N-Be- 
stimmungen auf ihre richtige Zusammensetzung gepriift. Zur Bestimmung 
der einzelnen Nahrstoffe wurden die in der Nahrungsmittelanalyse iiblichen 
Methoden (z. B. Rohprotein = N nach Kjeldahl x 6,25; ReineiweiB = N 
nach Barnstein < 6,25) verwendet. 
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Biologischer Erganzungswert verschiedener Nahrungsproteine. 


B. Die einzelnen Nédhrstoffe. 


1. Eiweif. In Anlehnung an die grundlegenden Versuche von 
Mec Collum und Mitarbeitern (1. c.) iiber Erganzungswerte verschiedener 
tiweiBarten wurde der Gesamt-Rohproteingehalt der Diiten bei 
praktisch gleichem Wasser- und Kaloriengehalt zwischen 9,23 und 9,28 °, 
gehalten (Tabelle IIT), was nach Erfahrungen der eben genannten Autoren 
gerade noch geniigt, um bei einer entsprechenden ernahrungsphysiologi- 
schen Qualitat des EiweiBes eine gute Entwicklung der Tiere zu ge- 
wahrleisten. Bei diesem Grenzwert miissen sich Unterschiede in der 
biologischen Qualitét der EiweiBk6érper besonders deutlich zu erkennen 
geben. Was nun die Herkunft der einzelnen Eiweibarten anbelangt 
(Tabelle III), so stammten bei allen Gruppen 1,44 °,, der Gesamtnahrung 
15,52 — 15,60°, des Gesamt-Rohproteins zu etwa gleichen Tei'en 
aus Weizen und Roggen; der Rest stammte bei Gruppe B aus der 
Brauereihefe und bei BIL vornehmlich aus Holzzuckerhefe (76,7 °,) 
und zu einem kleinen Teil (7,78°;) aus Brauereihefe. Diese beiden 
Gruppen erhielten also keinerlei tierisches KiweiB in der Nahrung. Im 
Gegensatz dazu wurde das Rohprotein (RP) der Diat von Gruppe A 
mit Ausnahme des Cereatien-RP fast ausschlieBlich (zu 76,.7°,) von 
tierischen Predukten, in Form einer Mischung von 97 Teilen Fischmeh| 
und 3 Telen Casein- Merck, gestellt. Nur 7,78 °,, des Gesamt-RP stammen 
wiederum aus Brauereihefe. Das RP der Diatgruppen C, D und E 
enthielt auBer der konstanten Menge von rund 15,54°; Cerealien-RP 
Mischungen von Brauereihefe-RP und RP der Fischmehl-Casein- 
Mischung (vgl. Tabelle IIL). Bei den Gruppen C II und E LI war das 
Verhaltnis Hefe-RP : Fischmehl-Casein-RP prinzipiell gleich dem von 
C und FE, nur wurde die Brauereihefe weitgehend gegen Holzzuckerhefe 
ausgetauscht. Der bei allen Gruppen vorhandene Anteil von mindestens 
1,46 °%, Brauereihefe wurde aus Griinden der Versorgung mit B-Vitaminen 
verabreicht (vgl. unten). 


Mit diesen RP-Zusammensetzungen glauben wir der eingangs 
erhobenen Themastellung: Wieweit kann tierisches Protein durch das 
Protein von Brauereihefe oder Holzzuckerhefe unter den in Deutschland 
tiblichen Verhdltnissen der menschlichen EiweiBerndhrung ersetzt werden, 


Ly VOOM tt 


entsprochen zu haben. !/, des verabreichten Rohproteins wurde bei allen 


ati 


a(H,PO,),-H,O..... 


Reisstarke 


Gruppen von Reggen und Weizen gestellt, was etwa der unteren Grenze 
unserer deutschen menschlichen Ernahrungsverhaltnisse entsprechen 
diirfte. An Stel’e der iibrigen pflanzlichen und tierischen EiweiBarten 
treten dann bei unseren Versuchen dem Zwecke der Versuchsanordnung 


entsprechend die beiden zu vergleichenden Hefe-Rohproteine (pflanz- 
liches EiweiB) und Fischmehl-Casein (tierisches FKiweiB). Die Mischung 


Fischmehl : Casein = 97:3 hatte den Zweck, ein méglichst vollwertiges 


MWGIGRUMIISUIL Oui 
‘ 
J 


( 


26* 





A. Hock: 


Tabelle II]. Nahrstoffgehalt und Herkunft der ein, 





Ver- Kohlenhydrate (einschlieBlich Rolifett aus ul 
Rohfaser) aus Gesamt- ae 
suchs- _ chG base serireer wot | fee FE : Gesamt- 
gruppe - phar tieeel . Rohfett 
S Cere- — Fisch- re hydrate Fisch- Leber-  Cere- Salz 
Nr alien mehl stirke mehl tran alien gemiscl 


. 11,01 0,43 | 65.45 77.40 1,14 . > 0,21 2,79 2,46 
D 11,01 0,32 1,77 | 64,40, 77,50 0,85 5 | 0,21 2.81 2,46 
3; 1101 0,21 , 3,04 | 63,10 | 77,36 0,57 | 2 0,21 2,85 2,46 
CII || 11,01 | 0,21 2,67 | 63,60 77,49 0,57 2,06 | 0,21 2,84 2,46 
E 11,01 0,11 4,29 | 61,85 77,26 0,28 : 0,21 2.87 2,46 
EIT }11,01 0,11 3,74 | 62,60 77,46 0,28 | 2,38 | 0,21 2,87 2,46 
B 11,01 - 5,55 | 60,65 | 77,21 0,21 2,91 2,46 
BIT) 11,01 4,83 | 61,60 77,44 2,69 0,21 2,91 2,46 


tierisches Kiweif zu haben, das gewissermaBen als Prototyp dienen 


konnte. 
Bei unserem Futterplan wurden, wie ersichtlich, stets nur die 


durch chemische Analyse ermitte!ten Rohproteinwerte verwendet. 
Man konnte an ihre Stelle auch das verdauliche Rohprotein setzen 
da die bekannten Werte fiir verdauliches Rohprotein von Hefe und 
Fischmehl fast gleich sind (90 bis 91°.) und daher fiir alle Diatgruppen 
der Gehalt an verdaulichem RP praktisch gleich und dem Gesamt-RP 
Gehalt proportional war. Es erscheint uns jedoch fraglich, ob die Ein 
beziehung des Verdaulichkeitsfaktors in den Begriff der biologischen 


Eiweiberginzungswerte iiberhaupt zweckmafig ist: denn die Werte 
fiir das verdauliche EiweiB liegen ja haufig nicht unerheblich unter der 
tatsichlichen vom Organismus resorbierten Menge an RP. Dies kommt 
bekanntlich daher, daB mit den Exkrementen, je nach dem Gehalt 
der Nahrung an Ballaststoffen, auch N-Substanzen aus Darmsekreten 
abgeschilferten Epithelzellen der Darmwinde usw. ausgeschieden 
werden, die dann zusammen mit dem unverdaulichen Anteil des zu unter- 
suchenden RP bestimmt werden und daher die unverdaulichen N-Sub- 
stanzen rein rechnerisch erhédhen. Die Verwendung der nach der 
Barnstein-Methode ermittelten sogenannten Rein-EiweiBwerte erscheint 
ebenfalls unzweckmiabig, da die nicht-eiweiBartigen N-Substanzen (z. B. 
die freien Aminosiuren und mindestens die EiweiBkomponenten der 
Nucleoproteide) nachgewiesenermaBen vom Organismus auch zur Ei- 
weiisynthese verwendet werden kénnen. Im iibrigen liegen auch hier 
die Verhaltnisse ahnlich wie beim verdaulichen EiweiB; der Anteil an 
ReineiweiB, bezogen auf Gesamt-RP, ist, wie Tabelle I zeigt, fiir Fisch- 
meh! und die beiden Trockenhefen ziemlich gleich, er schwankt nur 
zwischen 89,1 und 93,2°,, so daB bei allen Gruppen in der Nahrung 
praktisch stets die gleiche Menge an Reineiwei} enthalten war. 

2. Ubrige Nahrstoffe. Der Gesamt-Kohlenhydratanteil (einschlieBlich 
Rohfaser) schwankt bei den einzelnen Versuchsgruppen nur zwischen 
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der einz stotfe in den einzelnen Versuchsdiaten, 


_—— 





Verhiiltnis des 
Gesamt- Rohproteins von 
pats stoffe =a oe . toh- Hefe : Roh- 
Salz Cere- prim. Cal- (Asche) Wei- Rog- Brauerei- Holzzucker- Fisch- protein protein von 
gemiscl alien ciumphosphat ye zen gen hefe hefe mehl Fischmehl-Casein 


M sche bestimmt) aus Gesamt- Rohprotein aus 
Mineral- 


2,46 0,26 5,01 0,73.0,71 0,72 7.10 9,26 
2.46 IB 0.26 0,27 4,92 0,730,71 2,49 - 5,31 , 9,24 
2.46 I 0,26 0,55 AS6 0,73'0,71 4,26 3,54 9,24 
2,46 I 0,26 0,50 5,13 0,73 0,71 0,72 3,58 3,54 9,28 
2,46 0,26 0,81 4.76) =-0,73.0,71 6.02 1,77 || 9,23 
2.46 0,26 0,74 6,17 ||0,73)0,71: 0,72 5,30 1,77 || 9,23 
2,46 0,26 1,09 4.69 0,73.0,71 7,80 9,24 
2,46 0,26 0,99 5,23 |0,73!0,71 0,72 7,10 9,26 100 
dienen 77.21 und 77,40°,; ferner stammen 95°, dieser Gesamtkohlenhydrate 
stets aus den gleichen Nahrungsmitteln. Die Unterschiede bei den 
ur die fehlenden 5°, beruhen auf dem verschiedenen Gehalt an Hefe- und 
endet. Fischmehlglykogen und fallen nicht ins Gewicht. 
setzen . : ; ‘ , ‘ = , ‘ , 
Beim Rohfett liegen die Verhaltnisse ahnlich. Der Gesamt-Rohfett- 


fe und ; i ae s4 
gehalt schwankt nur zwischen 2,79 und 2.91%. Der zwangslaufig 


‘uppen 
at-RP 


ie Kin 


unterschiedliche Gehalt an Fischmehlfett wurde durch Lebertran 
ausgeglichen, einer Fettart, die qualitatsmaBig dem Fischmeh|fett 


“cl entspricht. Die Gesamt-Fettmenge wurde mit 2.85°, im Mittel ab- 
rischen 


Werte 


ter der 


sichtlich relativ niedrig gehalten, um die Nahrung nicht zu kalorien- 
reich zu gestalten, da sonst die Gefahr bestanden hatte, dafi mengen- 


, maBig der tagliche Nahrungsverzehr und damit natiirlich auch die 
comm 


Gehalt 


creten 


EiweiBaufnahme sinken wiirde, was dann zu Eiweibmangelerscheinungen 
vor allem bei jungen Tieren fiihren k6nnte. 


hieden Bei der Mineralstoffversorgung machte die Forderung nach mengen- 
unter- und qualitétsmaBiger Gleichheit unter allen Diatgruppen — einige 
\-Sub- Schwierigkeiten. Etwa die Halfte der rund 5°, der Gesamt-Nahrung 
ch der (als Asche berechnet) betragenden Mineralstoffe wurde durch das 


scheint Salzgemisch von Mec Collum-Simmonds gestellt, das sich fiir Ernahrungs- 
1 (z. B. und Vitaminversuche bei Ratten allgemein bewahrt hat. Der grdBte 
en der Teil der anderen Halfte der Mineralstoffe wechselte qualitatsmaBig 
ur Ei- jedoch recht stark, da er aus Fischmeh!l- bzw. Hefe-Mineralstoffen 
-h hier bestand, von denen die Fischmehl-Mineralstoffe zwar als vollwertig 
teil an bekannt sind, wihrend dies von denen der Hefe wegen ihres Mangels 
Fisch- an Calcium nicht gesagt werden kann. Es mute daher den Gruppen 
ct nur mit fallendem Anteil an Fischmehl ein Ca-Salz zugegeben werden, 
vhrung um sie nicht gegeniiber den an Fischmehl reicheren Gruppen zu_be- 


: nachteiligen. Als ein derartiges Salz wurde primares Calciumphosphat 
ieBlich [Ca (H, PO,4)o . H,O] verwendet und damit auch beziiglich der Mineral- 
‘ischen stoffversorgung in ausreichendem MaBe Gleichheit erzielt. 
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Die Vitaminversorgung war bei allen Gruppen in gleichmabBiger 
und ausreichender Weise sichergestellt. Fettlésliche Vitamine (A und D) 
erhielten alle Gruppen durch Lebertran und Fischmehlfett, die beide 
zusammen stets in praktisch gleicher Menge (2,58 bis 269°) verabreicht 
wurden. Zur Versorgung mit den Vitaminen der B-Gruppe wurde 
mindestens (bei Gruppe A) 1,46°%, der Diit an Brauereihefe gegeben. 
was bei einem durchschnittlichen taglichen Futterverzehr von 16,3 ¢ 
bei dieser Gruppe eine Tagesdosis von 238 mg Trockenhefe bedeutet. 
eine Menge, die — ohne Beriicksichtigung der im Roggen und Weizen 
enthaltenen B-Vitamine — den Bedarf der Tiere véllig deckt. Die iibrigen 
Gruppen erhielten natiirlich entsprechend der verfiitterten Mengen 
an Hefe entsprechend mehr B-Vitamine, so da man hier bereits von 
einem bedeutenden Uberschu8 sprechen konnte. Dies kénnte unter 
Umstanden eine Benachteiligung der A-Gruppe bedeuten. Deshalb 
wurden aus entsprechenden Hefemengen wisserige und alkoholische 
Ausziige bereitet und im Vakuum gemeinsam konzentriert. Diese 
hochaktiven Hefe-Vitaminausziige (deren EiweiBgehalt jedoch un- 
bedeutend war), wurden den Tieren der A- und D-Gruppe in ent- 
sprechender Dosierung (5 bis 10 cem) alle 14 bis 21 Tage zum Ausgleich 
verabreicht. Im iibrigen war der Gehalt der einzelnen Diaten an Vita- 
minen und dhnlichen Faktoren ausreichend und vor allem gleich. 
Gelegentlich erhielten alle Tiere gleichmaBig kleinere Mengen von 
Griinzeug und Ascorbinséure (Cebion in Malzextrakt gelést); Vitamin € 
henédtigt die Ratte auBerdem bekanntlich nicht unbedingt. 


Besprechung der Ergebnisse. 


Da bei unserer Versuchsmethodik das Wachstum als Ausdruck 
der biologischen Qualitét des NahrungseiweiBes verwendet wird, mul 
man, um zu vergleichbaren Werten zu gelangen, die Gewichtszunahme (Z) 
waihrend einer bestimmten Versuchsdauer mit der Menge der auf- 
genommenen Nahrung bzw. des verzehrten Rohproteins (VP) in eine 
Beziehung bringen. Tabelle IV gibt den durchschnittlichen taglichen 
RP-Verzehr (VP) der einzelnen Gruppen wieder, der nach der in der 
Versuchsanordnung geschilderten Methode ermittelt wurde. Da der 
RP-Gehalt bei allen Diaten gleich ist (9,23 bis 9,28°,), wird hierdurch 
auch der unterschiedliche Verzehr an allen iitbrigen im gleichen Prozent- 
anteil vorliegenden Niahrstoffen und der unterschiedliche Kalorien- 
verbrauch beriicksichtigt. 


Tabelle IV. 





Gruppe A D Cc CII} E Ell B BII 


: : 
Durchschnittlicher taglicher RP-Verzehr 1,52| 1,76 1,58 1,91 1,84) 1,62)1,53 1,67 
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396 A. Hock: 


Fiir alle im Versuch gewesenen Tiere wurden die Werte fiir Z 
und VP fiir 30, 60, 90, 120, 150, 180 und 210 Versuchstage (vom Zeit - 
punkt des Absetzens der Tiere von der Mutter an gerechnet; Tiere 
40 bis 50 Tage alt) ermittelt. AuBerdem wurde fiir alle Tiere der 

Z- 100 
Wert @ yp” das ist also die errechnete Zunahme des Tieres 
in g pro 100g verzehrten Rohproteins wahrend der festgesetzten Ver- 
suchsdauer von 30, 60 usw. Tagen, berechnet!. 

Die Tabelle V und die Abb. 1 bis 8 bringen die Durchschnittswerte 
fiir @ in den einzelnen Diatgruppen nach 30, 60, 90 usw. Tagen, wahrend 
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Abb. 1. Abb. 2 Abb. 3. 
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Abb. 4. Abb. 5. Abb. 6. 
Q-Werte d. Gr. C IT. Q-Werte d. Gr. E. Q-Werte d. Gr. E LU. 


WO 60 90 100 150 107 HO 60 HW 120 180 
Abb. 7. Abb. 8. 
Q-Werte d. Gr. B. Q-Werte d. Gr. BIT. 


| Zwecks Platzersparnis kénnen die einzelnen Werte hier nicht wieder. 
gegeben werden. 
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Tabelle VI fiir die zeitlichen Abschnitte bis zu 150 Tagen angibt, wie 
weit die ()-Werte der einzelnen T’ere um die Durchschnittswerte streuen. 
Eine deutliche Streuung muB bei solchen Wachstumsversuchen 
stets in Kauf genommen werden, da individuelle Unterschiede gerade 
das Wachstum auch bei sehr gleichmabigem Tiermaterial recht stark 
beeinflussen kénnen. Man mu daher, wie bereits oben erwahnt, um 
Fehlergebnisse zu vermeiden, stets mit einer gréBeren Zahl von Tieren 
arbeiten. Wir wahlten nun je nach der Wichtigkeit der einzelnen 
Gruppen die Tierzahl verschieden. In den Gruppen A, B und B II 
die den Unterschied zwischen tierischem und HefeeiweiB deutlich 
zeigen muBten, wurde mit 18 bis 29 Tieren zu Versuchsbeginn gearbeitet, 
in den tibrigen Gruppen mit mindestens 10 Tieren. Im Laufe der Ver- 
suche verminderte sich meist das Tiermaterial durch Ausfalle, dies 
wurde jedoch dadurch ausgeglichen, dab wie Tabelle VI zeigt 
die Streuung bei den einze!lnen Tieren im Laufe des Versuchs deutlich 
geringer wird. Nach $0 Tagen liegen fiir die Gruppen A, D, C, CU 
und E 73 bis 90°, aller Tiere innerhalb einer Streuung von 20 % 
der durchschnittlichen Q-Werte, was fiir Tierversuche ganz al!lgemein 
schon als recht gutes Ergebnis anzusehen ist: das gleiche giit fiir die 
Versuchsdauer nach 120 bzw. 150 Tagen. Auch bereits bei kiirzerer 
Versuchsdauer liegen fiir diese Gruppen stets tiber 50°, der Tiere 
innerhalb von = 20%, Schwankungsbreite. Dagegen sind fiir die 
Gruppen B, BIT und E II die Streuungen gréBer: dies diirfte unseres 
Erachtens bereits mit der geringeren Qualitit des HefeeiweiBes zu- 
sammenhangen und wird im folgenden noch besprochen werden. 
Fiir die Beurteilung der Ergebnisse sollen nun in der Hauptsache 
die Q@-Werte nach 90- und 120tagiger Versuchsdeuer herangezegen 
werden, da nach diesen Zeiten die Schwankungen bereits weitgehend 
ausgeglichen sind und auch noch geniigend Tiere in den einzelnen 


Gruppen vorhanden waren. Einen guten Uberblick gestattet auBer 
Tabelle V und Abb. 1 bis 8 Tabelle VII, bei der die durchschnittlichen 
()-Werte der praktisch an Hefeeiweif freien Fischmehlgruppe A 
gleich 100 gesetzt und die Werte der iibrigen Gruppen hierauf bezogen 
wurden. Wie man sieht, besteht ein sehr starker Unterschied zwischen 


den Gruppen A, D, C und C II einerseits und den reinen Hefegruppen B 
und BII andererseits. Die durchschnittlichen (@-Werte der letzteren 
waren nach 90- bzw. 120tagiger Versuchsdauer um rund 54°, schlechter 
als die der Fischmehlgruppe A, wahrend die Gruppen D, C und C II 
praktisch der Standardgruppe A gleichwertig waren. (Die Abweichungen 
liegen innerhalb der Fehlergrenzen.) Bei kiirzerer Versuchsdauer ist 
das schlechtere Wachstum der Gruppen B und B II noch ausgepragter, 
aber auch die (-Werte von Gruppe D und C II bleiben hinter der Fisch- 
mehlgruppe zuriick. Hieraus wollen wir jedoch, wie schon gesagt, 
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Tabelle VI. 


Streuung der 


Q-W 





Gruppe 
Nr. 


A 


| 
| 
» | 
| 


Abteilung 


Anzahl der Tiere 
Gesamttierzahl 
Q 
Anzahl der Tiere 
Gesamttierzahl 


in% 


Anzahl der Tiere i 


Gesamttierzahl 


Anzahl der Tiere i 


Gesamttierzahl 


Anzahl der Tiere i 


Gesamttierzahl 


Anzahl der Tiere i 


Gesamttierzah] 
¢ 


4 
Anzahl der Tiere i 


Gesamttierzahl 


Q 
Anzahl der Tiere i 


Gesamttierzahl 


Erklérung zu Tabelle V1. 


10 


30 Tage 


60 Tage 





1-24 


3 


14 


62 
29 
53-83 
100 

19 


39-50 50-66 66-104 104-130 


14 


40-49 68-106 115-157 


18 


55 
11 
42-65 
76 

8 


43-68 
57 
14 
60-94 
42 
12 
9-13 | 18-29 
12 35 
18 
24-38 
28 


25 


32 


27 


82 
12 


73-93 
21 


98-114 


37 


e 


38-50 
24 


55-86 
88 
. 
38-60 
( 
14 
20-34 47-74 
17.| 5 


22-35 
45 
18 

8-25 | 25-40 

20 60 

25 


4-16 
17 


83-94 


») 


40-54 


?0 


Der Ubersicht halber werden fiir die ge- 


wihlten Zeitabschnitte von 30, 60, 90 usw. Versuchstagen die Q-Werte der 
einzelnen Tiere bei den verschiedenen Diitgruppen in (héchstens) 5 Abtei- 
lungen zusammengefaBt. 
+ 20°94 vom Durchschnitt abweichen, die Werte von Abteilung 2 weichen 
stirker nach unten und von Abteilung 1 sehr stark nach unten ab, das 
gleiche gilt bei Abteilungen 4 und 5 fiir Abweichungen nach oben. Unter 
diesen 5 Abteilungen gibt nun die Tabelle Mindest- und Héchst-Q-Werte an 
und weiterhin wie viele der Versuchstiere (in %) innerhalb dieser Q-Werte 


liegen. 


Tabelle VIT. 


Abteilung 3 gibt 


Werte der Gruppe A = 100 bezogen. 


die Q-Werte, die héchstens 


Die Q-Werte der einzelnen Gruppen sind auf die 





Versuchsgruppe 


Nr. 


Versuchsdauer 30 Tage 


*” 60 
- 90 
si 120 
Se 150 
180 
210 


” 


A 


100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 


D C 
80 102 
96 
106 
97 
102 
94 
88 


94 


ci EK 


63 


Ell 


90 


88 
85 


81 
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en einzelnen Gru ppen. 
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keine Schliisse ziehen, da zu diesen Zeiten individuelle Schwankungen 
die Ergebnisse noch stark beeinflussen konnten. Die (-Werte nach 90 
und 120 Tagen fiir die Gruppen E und EII liegen, wie Tabelle XV 
zeigt, um 12 bis 23° unter der Standardgruppe A und nehmen damit 
in der Wachstumsentwicklung ungefahr eine Mittelstellung zwischen 
der Fischmehl- und den beiden Hefegruppen ein. Bei langerer Versuchs- 
dauer bleibt das Bild trotz verringerter Tierzahl fiir alle Gruppen 
das gleiche. 

Diese simtlichen Ergebnisse ergeben also recht eindeutig fol- 
gendes Bild: 

Bei einem Gesamt-Rohproteingchalt der Nahrung von rund 9.5% 
wird eine EiweiBkombination von 15,5°, Cerealien-, 76.6%, tierischem 
(Fischmehl-Casein) und 7,9°, BrauereihefeeiweiB (Gruppe A) in threm 
hiologischen Werte nicht vermindert, wenn man den Anteil des Fischmehl- 
eiweiBes bis auf 35,2°% (Gruppe C und CII) herabsetzt und dafiir dic 
dem RP-Gehalt entsprechende Menge an Hefeeiweif ( Brauerei- oder 
Holzzuckerhefe) gibt. Ersetzt man dagegen das ganze Fischmehl protein 
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durch eines der beiden Heleeiweipe (Gruppe Bund BII), so sinkt der 
hiologische Wert der Kombination auf etwa die Hadlfte. Ein Herabsetzen 
des tierischen Eiweifes auf 19.2%, und ersatzweise Gabe von 57.4%, 


der beiden Hefeeiweipe vermindert die biologische Qualitat um runa 20°. 
é . ‘ ) 


Diese Befunde werden m. E. auch durch die verschieden groben 
Streuungen der einzelnen ()-Werte der acht Gruppen unterstrichen. 
Nach 30tagiger Versuchsdauer sind die Unterschiede bei den meisten 
Gruppen noch recht erheblich, am giéBten aber bei den beiden ,,Hefe- 
gruppen* Bund B II, dann folgen die Gruppen E und E IL. Im weiteren 
Verlauf der Versuche wurden nun, wie schon oben gesagt, die Unter- 
schiede der einzelnen ()-Werte fiir die Gruppen A, D, C, CIL und E 
wesentlich geringer: fiir B und BLE anderte sich jedoch das Bild kaum, 
ebensowenig fiir ETL. Da die Streuungen der letzteren drei Gruppen 
auBerdem in der Hauptsache nach unten gehen, wahrend bei den anderen 
Gruppen die Abweichungen nach oben und unten ziemlich gleichmaBig 
sind, so liegt die Erklarung nahe, daB® hierfiir die schlechtere biologische 
Qualitét des Nahrungseiweibes verantwortlich ist, weil bei konstitutions- 
maBig etwas schwacheren Tieren die Wachstumshemmungen deutlicher 
zum Ausdruck kommen als bei starkeren. 


Da es nach Untersuchungen von Sf. Weiser (11) bekannt ist, daB 
bei EiweiBhunger waihrend des Wachstums Anderungen in der chemi- 
schen Zusammensetzung der Knochen (Absinken des Fett- und Zu- 
nahme des Wassergehalts) eintreten, bestand die Méglichkeit, dab 
dies auch bei einer ungeniigenden biologischen Qualitét des Nahrungs- 
eiweiBes bereits beobachtet werden kénnte. Wir untersuchten daher 
die Knochen zahlreicher Tiere der einze!lnen Gruppen auf ihren Wasser-, 
Stickstoff-, Asche- und Fettgehalt. fanden aber stets eine weitgehende 
Ubereinstimmung der Werte. 


Zusammenfassung. 


Zur Bestimmung des biologischen Wertes des EiweiBes von Brauerei- 
und Holzzuckerhefe wurden 210tagige Aufzuchtversuche mit acht 
Gruppen von abgesetzten jungen Ratten durchgefiihrt. Die Versuchs- 
nahrungen wurden fiir alle Gruppen mit Ausnahme des EiweiBes sowohl 
kalorisch wie auch qualitaétsmaBig praktisch gleich zusammengestellt. 
Die Zusammensetzung der stets auf einem konstanten Gehalt von rund 
93%, der Gesamtnahrung gehaltenen Nahrungsproteine wurde bei 
einem gleichbleibenden Anteil von 15,5°, Weizen- und Roggeneiweib 
zwischen 76,6°% FischmehleiweiB und 7,9°% HefeeiweiB einerseits 
und 845°, HefeeiweiB (Brauerei- bzw. Holzzuckerhefe) andererseits 
variiert. 
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Die Versuche ergaben: 

1. Bei vélligem Ersatz des Fischmehleiweibes durch eine der beiden 
Hefen war das Wachstum der Tiere um rund 54°, schlechter als bei der 
Gruppe mit dem héchsten Fischmeh!eiweib-Anteil. 

2. Ersatz des FischmehleiweiBes durch eines der beiden Hefeeiweife 
bis zur Halfte ergab keine Verminderung des Wachstums und damit 
keine Verringerung der biologischen Qualitat. 

3. Ein Ersatz von 77,5°, bedingte dagegen bereits eine leichte 
Verschlechterung von 15 bis 23%. 

4. Unterschiede in der Qualitat der beiden Hefeeiweibe (Brauerei- 
und Holzzuckerhefe) konnten nicht festgestellt werden. 

Die Versuche wurden im Rahmen der vom Oberkommando des Heeres 
Herrn Prof. Fink iibertragenen Arbeiten durchgefiihrt. Wir danken auch 
an dieser Stelle bestens fiir die freundliche Unterstiitzung. Ferner danken 
wir Herrn Dr. Matthias vom Institut fiir Veterinar-Pathologie fiir die Durch- 
fiihrung der pathologischen Untersuchungen. 
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Herstellung und Eigenschaften des Ergosterinjodids. 
Von 
A. Jendrassik. 
(Aus dem Kgl. Ung, Staatl. Hygienischen Institut in Budapest.) 
(Eingegangen am 29. Januar 1942.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Wird Ergosterin der Einwirkung ultravioletter Strahlen ausgesetzt, 
so entsteht bekanntlich Vitamin D. Durch diese Erscheinung wurde 
die Aufmerksamkeit zahlreicher Forscher auf die Herstellung und die 
Kigenschaften der Umwandlungspredukte des Ergosterins ge!enkt. 
Dem komplizierten Bau sowie dem nicht geringen Reaktionsvermégen 
dieser Verbindung ist die Entstehung einer langen Reihe von Derivaten 
zu verdanken, deren Erforschung viel zu der Erkenntnis der Ergosterin- 
und daher mittelbar der Vitamin D-Struktur beigetragen hat. 


In einer meiner friiheren Abhandlungen (1) beschrieb ich eine 
Farbenreaktion, die bei der Vereinigung von Ergosterin und Jed zu- 
stande kommt; im Laufe der Versuche, die der Bestimmung der Jod- 
zahl des Ergosterins dienten, war in einzelnen Fallen die Entstehung 
einer schwarzen Verbindung zu beobachten. Auf Grund dieser Beob- 
achtung ist es mir gelungen, ein Jodderivat des Ergosterins herzustellen, 
das besondere Eigenschaften aufweist. Durch Jodabspaltung gelang 
dann die Herstellung einer anderen jodfreien Verbindung aus Ergosterin- 
jodid, deren Identitat mit einem anderen, bekannten Ergosterinderivat 
bisher noch nicht festgestellt werden kennte. 


Ergosterinjodid. 


Werden 10g Ergosterin mit 10g pulverisiertem Jod vermengt, 
so erfahrt das Ergosterin wiahrend des Mischens sehr rasch eine violette 
Verfarbung ; versetzt man hierauf das Gemenge mit 20 cem Chlorceform, 
dann geht das Ergosterin nahezu sofort unter schwarzer Verfarbung 
in Lésung tiber, waihrend ein Teil des iiberschiissigen Jods einstweilen 
ungelést bleibt. LaBt man nun das ganze Gemenge 24 Stunden im 
Dunkeln stehen, so lést sich alles und der gréBte Teil des Chlorcforms 
verdunstet. Nachher versetzt man die Lésung mit 300 cem Petrolather, 
worauf das Ergosterinjodid in Form einer zaihen, schwarzen Masse 
gefallt wird. Durch kraftiges Mischen wird eine engere Beriihrung mit 
dem Petrolather bewirkt. Es folgt abermals 24 Stunden lang Auf- 
bewahrung im Dunkeln in verschlossenem GefiB; inzwischen wird 
die Fallung beendet und das iiberschiissige Jod geht in Lésung iiber. 
Nachdem der verdunstete Petrolither auf 200 ccm erganzt worden ist, 
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wird abermals kraftig geriihrt und der Petrolather abgegossen; die 
zuriickgebliebene zahe Masse verliert in 48 Stunden den zuriickgehaltenen 
Chloroformrest und erstarrt. Diese Masse wird in 30 cem Chloroform 
gelést : dann laBt man 24 Stunden stehen und gibt 300 ccm Petrolather 
dazu, den man nach abermals 24 Stunden wieder abgieBt. Nachdem 
das Waschen mit Petrolither mehrmals wiederholt worden ist, }aBt man 
bis zum vollstandigen Erstarren stehen. Auf diese Weise erhailt man 
etwa 13 g eines schwarzen, an gréBeren Teilen der Oberflache metailisch 
glinzenden Stoffes, der in Chloroform in auBergewéhnlich hohem MaBe, 
in einem Gemisch von Alkohol und Normalbenzin (1 : 1) sowie in Ather 
leicht, in Benzol schwer und in Alkohol, Normalbenzin sowie Petrol- 
aither nicht léslich ist; er schmilzt bei 92°C (unkorrigiert). 

Zur Bestimmung des Jodgehalts wurde das Ergosterinjodid mit Kalium- 
hydroxyd verschmolzen, nach dem Schmelzen in Wasser gelést, filtriert, 
mit verdiinnter Schwefelséure angesdiuert und schlieBlich nach Winkler (2) 
titriert. 


0,0119 g Ergosterinjodid (luftgetrocknet) ......... 0,045 g J 
0.0122 g Ergosterinjodid (luftgetrocknet) ......... 0.046 g¢ J 
C,,H,,0J, -H,O, berechnet = 38,0°, J. 
gefunden 37,5% J; 
C,,H4,0 J,, berechnet = 39,0°% J. 


Die Ultraviolettabsorption l4Bt bei 370 my, und 298 my zwei 
deutliche Absorptionsmaxima erkennen. Die Absorption erstreckt sich 
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Abb. 1. Absorptionsspektrum des Ergosterinjodids. Auf die Ordinate sind die Werte des Extink- 


tionskoeffizienten nach der Formel E = (log J, — log J, K) Cd eingetragen. Dabei ist C dic 
Menge des Stoffes (in g) je Liter Lésung, d die Dicke der Lésungsschieht, J, und I, die Intensitit 
des Lichtes vor und nach dem Durchdringen der Lésung. K Extinktion des Lésungsmittels 


auf ein auffallend breites Wellenlingenintervall. Das bei 298 my 
wahmehmbare Absorptionsmaximum iibersteigt das verhiltnismaBig 
hohe Absorptionsmaximum des Ergosterins betrichtlich (Abb. 1). 
Ergosterinjodid stellt eine deutlich charakterisierte, stabile Ver- 
bindung dar, die Jod in stéchiometrischem Verhiltnis enthalt; dieses 
Mengenverhiltnis bleibt auch nach mehrmaligem Lésen und Fallen 
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unter Verwendung von Lésungsmitteln, in denen Jod leicht léslich ist 
unverandert. Die Zusammensetzung der Verbindung bleibt bei freiem 
Stehen an der Luft monatelang erhalten; ware das Jod bloB durch 
Absorption gebunden, miiBte sich waihrend so langer Dauer unvermeid- 
lich ein Jodverlust einstellen. Die Lésungen zeigen eine andere Farbe 
als sie der etwa erwarteten Menge an freiem Jod entsprache. Der 
Schmelzpunkt der Verbindung zeigt nach mehrmaligem Lésen und Fallen 
bloB geringe Schwankungen. SchlieBlich unterscheidet sich die ebenfalls 
stabile Lichtabsorption wesentlich von jener des Ergosterins. Wird 
der Verbindung das Jod entzogen, so andert sich abermals die Ultra- 
violettabsorption. 

Obwohl Ergosterinjodid, wie erwahnt, eine stabile Verbindung ist, 
bereitet die Jodabspaltung keine besonderen Schwierigkeiten. Wird 
Ergosterinjodid langere Zeit hindurch mit Alkohol behandelt, in dem 
es an sich fast anlédslich ist, dann verliert es allmahlich seinen Jod- 
gehalt und verwandelt sich in einen farblosen Stoff, wobei sich sein 
Absorptionsspektrum sowie seine tibrigen Eigenschaften volikommen 
verandern. Wakhrscheinlich ist also das Jod im Ergosterinjodid so 
locker gebunden, daf} Ergosterinjodid durch die Einwirkung von Alkcho! 
in Jod und eine unbekannte Verbindung zerfaillt. Da die letztere in 
Alkohol offenbar weniger leicht léslich ist, fallt sie aus, wodurch die 
neuerliche Lésung und Dissoziation des Ergosterinjodids erméglicht 
wird. 

In einer Tagesgabe von 2y zeigt Ergosterinjodid keine anti- 
rachitische Wirkung. 


Das jodfreie Derivat des Ergosterinjodids. 


In Anbetracht der lockeren Bindung des Jods !aBt sich dasselbe 
dem Ergosterinjodid auch durch reduzierende Stoffe unschwer entziehen, 
wobei man ein braunes Produkt erhilt. Ein reines, jodfreies Derivat 
ist jedoch nicht leicht zu gewinnen. Um ein reines Derivat das wir 
der Kiirze wegen ,,X-Stoff‘t nennen wollen herzustellen, bedarf es 
eines besonderen Verfahrens, das hier beschrieben wird. 


5¢@ Ergosterinjodid werden in 50cem Chloroform gelést, mit 5g 
kristallinisechem Natriumsulfid und 2 Tropfen n/10 Salzsiure vermengt und 
griindlich verriihrt. Die anfangs dunkle Lésung wird allmahlich heller und 
nimmt schlieSlich eine hellbraune Farbe an: damit ist die Reduktion beendet. 
Nach Zugabe von Wasser wird die Chloroformlésung nun vom Natrium- 
sulfid und den entstandenen Polysulfiden getrennt, mit 100 cem Alkohol 
versetzt und stehengelassen, wobei sich ein hellbrauner Niederschlag bildet. 
Dieser Niederschlag wird mittels Filtrieren von der Lésung getrennt und in 
20 cem Petrolather gelést: das Lésen geht leicht vor sich, da der Nieder- 
schlag etwas Alkoholreste enthalt. Ein geringer, meist sehr dunkel ver- 
farbter und besonders schwer léslicher Teil bleibt dabei zuriick. Zu der 
Petrolitherlésung werden 50ccm Alkohol hinzugefiigt. Bei langerem 
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h ist Stehenlassen verdunstet der gr6éBte Teil des Petrolathers und es bildet sich 
ein reineres Produkt, das auf dieselbe Weise weiter gereinigt wird. Nach 
mehrfacher Wiederholung des Prozesses gewinnt man endlich einen schnee- 
weiBen, kristallinischen Stoff, den oben erwahnten ..X-Stoff*. 
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reich der kiirzeren Wellenlangen verschoben trum des aus Ergosterin- 
ommen RS i iilanniai eee aieittak gt { jodid gewonnenen Reduk- 
te a ist. Interessanterweise erscheint ein deut- tionsprodukts. 
\Ikohol liches Maximum bei 275 my, also an der- 

selben Stelle wie bei Vitamin D,. Nach Verabreichung einer taglichen 
Dosis von 2y iibt der X-Stoff jedoch weder an sich noch nach der 
Bestrahlung eine antirachitische Wirkung aus. 
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Aus der starken Ultraviolettabsorption des Ergosterinjodids darf 
man darauf schlieBen, da diese Verbindung durch die Einwirkung 
der ultravioletten Strahlen gegebenenfalls eine Veranderung erleidet. 
lasselbe Wird Ergosterinjodid in der Mischung 1:1 von Alkohol und Normal- 
ziehen. benzin gelést und eine 0,16 °%ige Lésung bereitet, die man eine Stunde 
Derivat lang bestrahlt, dann erfahrt das urspriingliche Absorptionsspektrum 
das wir tatsichlich eine wesentliche Anderung. Die beiden Maxima bei 370 
darf es und 298 my. zeigen eine starke Verminderung, wahrend das bei 260 my. 
gefundene Minimum ansteigt. Mit dem Bestrahlungsvorgang selbst 
konnten wir uns bisher noch nicht eingehender befassen. Die Tages- 


oo Desi gabe von 2¥y des bestrahlten Stoffes iibt keine antirachitische Wir- 
ller und kung aus. 

“rari In bezug auf den Bau des Ergosterinjodids gestatten die bisherigen 
Alkohol Untersuchungsergebnisse keine endgiiltigen SchluBfolgerungen. Offen- 
x hildet. bar werden wahrend der Entstehung der Verbindung zwei Atome Jod 
| und in an ein Molekiil Ergosterin gebunden, es ist aber noch fraglich, wo und 
a ssl in welcher Form der Eintritt des Jods stattfindet. Da aber zwei Jod- 
low atome eintreten, die — wie aus der Méglichkeit hervorgeht, Jod durch 
ingerem Alkohol zu entziehen — selir leicht wieder abgespalten werden kénnen, 
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diirfte es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um eine Jodaddition a1 
eine Doppelbindung handeln. Es ware demnach mit der Méglichkeit 
zu rechnen, daB sich die Doppelbindung der Ergosterinseitenkette an 
der Reaktion beteiligt, denn diese Doppelbindung zeigt im allgemeinen 
beim Ergosterin ein anderes Verhalten als die zwei in einem Ring 
vorhandenen Doppelbindungen, die meist in ahnlicher Weise und 
zugleich reagieren. Zweifellos hat man es aber hier mit einer tiefer- 
greifenden Veranderung zu tun, was auch aus dem in hohem Mabe 
verinderten Absorptionsspektrum hervorgeht. Hierfiir spricht ferner 
die Tatsache, daB der Entzug des Jods — auch in der einfachsten Form 
die Entstehung eines vom Ergosterin vollkommen abweichenden 
Produkts zur Folge hat. Aus dem Ultraviolettabsorptionsspektrum 
des letzteren ist zu sehen, daB es sich vom Ergosterin nicht nur in bezug 
auf den Bau seiner Seitenkette unterscheidet. 

Vergleicht man das Absorptionsspektrum des Ergosterinjodids 
mit jenem des Ergosterins und seiner bekannten Derivate, dann dart 
man die Struktur eines ge6ffneten Ringsystems annehmen, die an den 
Bau des Tachysterins bzw. an den des Vitamins D, erinnert. Diese 
Annahme wird durch den Umstand unterstiitzt, da das Absorptions- 
maximum gr6fer ist als das des Ergosterins und an der Stelle des Ab- 
sorptionsmaximums des Tachysterins (280 my.) und noch mehr des 
Vitamins D, (278 my) liegt. Das gréBere Wellen!ingenintervall der 
Absorption im Ultraviolett stiinde auch im Einklang damit. In diesem 
Falle wiirden die drei Doppelbindungen des Ergosterins auch weiter 
bestehen bleiben und die zwei Jcdatome an der geéffneten Stelle des 
Ringes eintreten. Die auf die Einwirkung der ultravioletten Strahlen 
entstehende rasche Anderung scheint fiir das Bestehenbleiben der zwei 
Doppe!bindungen der Ringstruktur zu sprechen. Noch wahrscheinlicher 
ist aber die Annahme, daB in die beiden konjugierten Doppe!bindungen 
des Ergosterins je ein Jodatom eintritt und daB auf diese Weise eine 
Doppelbindung gebildet wird. In letzterem Falle wiirden die beiden 
Absorptionsmaxima sowie deren Héhe durch andere Faktoren bestimmt 
werden. Einerseits kénnte durch die zwei in der Nachbarschaft der 
neuen Doppelbindung liegenden Jcdatome die Spannung und somit 
die Absorption der Doppe!lbindung gesteigert werden, andererseits 
kénnte sich das Hydroxyl des Ergosterins info!ge der oxydierenden 
Wirkung des Jods in eine Ketongruppe verwandeln, was die Steigerung 
der Absorption sowie die Verschiebung in der Richtung nach den 
langeren Wellen bewirken kann. 

Auf den Bau des Ergosterinjodids kann man einerseits an Hand 
der Substitution der Jodatome, andererseits aus dem Bau des jodfreien 
Derivats Schliisse ziehen. Die Struktur des letzteren — d.h. des 
X-Stoffes — ist aber einstweilen noch wenig bekannt : héchstwahrschein- 
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lich ist sie jener des Ergosterinjodids ahnlich, die Doppelbindungen 
liegen jedoch an einer anderen Stelle. Der Umstand, daf der X-Stoff 
durch Digitonin nicht gefallt wird, kann als Folge der epi-Konfiguration 
seines Hydroxyls aufgefaBt werden, aber auch damit zu begriinden 
sein, da} dessen Stelle durch eine Ketongruppe eingenommen worden ist. 


Zusammenfassung. 


Neben der groBben Zahl der bisher bekannten Ergosterinderivate 
ist es dem Verfasser gelungen, zwei neue Derivate herzustellen, und 
zwar Ergosterinjodid und das jodfreie Derivat desselben. Eigentiim- 
licherweise stellt Ergosterinjodid eine Verbindung dar, die durch andere 


Sterine nicht gebildet wird. Ergosterin geht im Gegensatz zu Chole- 
sterin oder Sistosterin mit Jod bei gewéhnlicher Temperatur sehr 


rasch eine Verbindung ein. Weder die Struktur des Ergosterinjodids 
noch jene der anderen Sterinjodderivate sind bisher geniigend bekannt ; 
das erstere unterscheidet sich aber durch seine Farbe wesentlich von den 
letzteren. Aus diesem bezeichnenden Unterschied kann man gegebenen- 
falls wertvolle Schliisse in bezug auf den Feinbau des Ergosterins 
ziehen. Uber Frgosterinjodid ist weiter zu sagen, da® es zwar eine 
deutlich charakterisierte Verbindung darstel!t, daB aber das Jod darin 
sehr locker gebunden ist: diesem Umstand kann eventuell auch eine 
biologische Bedeutung zukommen. Die Untersuchungen iiber die Natur 
der beiden neuen Verbindungen werden fortgesetzt. 

Brom und Chlor, die bedeutend starker reagieren, gehen nattirlicher- 
weise ebenfalls leicht mit Ergosterin Verbindungen ein, wobei auch hier 
gefirbte Produkte entstehen. Auf die Einwirkung von Brom bildet 
sich aus Ergosterin eine griinlichschwarze Verbindung. Die bei der 
Reaktion nach Tortelli-Jafie in Gegenwart von Ergosterin entstehende 
griine Farbe ist offenbar der Entstehung dieser Verbindung zu- 
zuschreiben. Auch auf die Einwirkung von Chlor entsteht eine dunkel- 
griine Verbindung. Durch Chlor und Brom wird, wie zu erwarten, 
eine recht nennenswerte Zerst6rung verursacht; die Herstellung ge- 
reinigter Produkte st68t hier auf weit gréRere Schwierigkeiten und er- 
fordert noch weitere Versuche. 


Literatur. 
1) A. Jendrassik u. G. Keményffi, diese Zeitschr. 201, 269, 1928. 
2) L. Winkler, Zeitschr. f. anal. Chem. 89, 85, 1900; Angew. Chem. 28, 
496, 1925. 











Zur Frage der gerinnungsphysiologischen 
Bedeutung der Serumproteine. 
Von 
Edgar Wohlisch und Valentin Kohler. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 
(Eingegangen am 2. Februar 1942.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


I. Einleitung. 

Neuere Versuche von Wdéhlisch und Griining erbrachten Belege fiir 
die von Rettger und Landsberg vertretene, spater vor allem durch Unter- 
suchungen von Quick gestiitzte Auffassung, die als Antithrombin- 
wirkung bezeichnete allmahliche Inaktivierung des Thrombins durch 
normales Plasma oder Serum unter Bildung von Metathrombin beruhe 
auf einer Bindung des Thrombins an Serumproteine, insbesondere 

nach Landsherg an das Serumalbumin. 

Wohlisch (1) konnte kiirzlich zeigen, daB der insti Mindergehalt 
an Thrombin im Serum eines unter dem Einflu8 mechanischer Be- 
wegung beschleunigt geronnenen Blutes f[sog. ,.Riihreffekt*: (Feigel) 
im Vergleich zu dem bei der Ruhegerinnung entstandenen Serum nicht, 
wie urspriinglich vermutet, auf einer Férderung der Metathrombin- 
bildung, sondern auf einer durch das Riihren vermehrten Bindung 
des Thrombins an das ausfallende Fibrin beruht. Er fand ferner, dal 
diese Bindung, ebenso wie die des Thrombins an Serumalbumin, im 
Gegensatz zu den gewoéhnlichen adsorptiven Bindungen durch Tem- 
peraturerhéhung eine Zunahme erfahrt, wie dies fiir die Hedinsche 
Bindung kennzeichnend ist. 

Der antithrombischen Funktion des Serumalbumins muB heute 


vom Standpunkt einer gegeniiber der sozusagen , ,offiziellen‘* Thrombose- 
lehre fithrender Pathologen und Kliniker! mehr und mehr sich durch- 
setzenden Blutgerinnungstheorie der Thrombose | Fellner, Klemensiewicz, 
Dietrich, Heusser, Apitz (1,2)] eine hohe biologische Bedeutung als 
Sicherung gegen das Auftreten intravasaler Plattchenagglutination, den 
Primarvorgang bei jeglicher Thrombusbildung, zuerkannt werden. 
Wohlisch (2) hat kiirzlich aus der lange bekannten Tatsache, daB bei Zu- 


Nach dieser von Zahn sowie Eberth und Schimmelbusch begriindeten 
Lehre hat die Agglutination der Plattchen mit der Blutgerinnung nicht 
das geringste zu tun, wahrend die Blutgerinnungstheorie der Thrombose 
annimmt, daB die Plittchenagglutination durch adsorbiertes Fibrin bzw. 
Profibrin zustande kommt. 
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stinden vermehrter Thrombosebereitschaft (postoperative Zustande, 
Infektionen u. dgl.) der Albumingehalt des Blutplasmas verringert ist, 
den SchluB auf reduzierten Antithrombingehalt und damit vermehrte 
Gerinnungs- und Thrombosebereitschaft des Bhites gezogen. Boshamer 
hat schon vor langerer Zeit bei postoperativen Thrombosen in den 
Tagen der Entstehung einen Antithrombinmangel des Blutes unmittelbar 
nachweisen kénnen. 

Auch in der vorliegenden Arbeit haben wir uns in der Hauptsache 
mit der noch nicht hinreichend geklarten Frage nach der gerinnungs- 
physiologischen Bedeutung der Serumproteine, insbesondere des Serum- 
albumins, befaBt. 

Nach Minot und P. Bordet wird das sogenannte Antithrombin des 
Serums durch Chloroform zerstért, womit die Angabe von Stuber, Fock 
und Chien Shen gut iibereinstimmt, daB gealterte Sera unter anderem 
auch durch Chloroform beziiglich ihrer gerinnungsauslésenden Wirkung 
reaktiviert werden kénnen. Zur Priifung der Frage nach der Identitéat 
des Serumalbumins mit dem Antithrombin haben wir untersucht, ob 
dieser EiweiBkérper durch Chloroformbehandlung ebenfalls seiner anti- 
thrombischen Eigenschaften beraubt werden kann (Teil Il, B 1). 

In einer weiteren Versuchsreihe (Teil IL. B2) wurde der EinfluB 
einer Globulinvorbehandlung des Thrombins auf die Antithrombin- 
wirkung des Serumalbumins gepriift. 

Es ist schon lange bekannt [vgl. Wéhlisch (3)\, da Trypsin eine 


j 


gerinnungsférdernde Wirkung ausiibt. Nach Strughold und Wohlisch 


ist diese Erscheinung sehr komplexer Natur und betrifft sowohl die 
Phase der Thrombinentstehung wie — unter geeigneten Bedingungen 
auch die der Einwirkung des Thrombins auf das Fibrinogen. In der 
vorliegenden Arbeit wurde erstmalig auch der Einflu8 des Trypsins 
auf die Bindung des Thrombins an das Serumalbumin untersucht 
(Teil II, B 3). 

Wie die Antithrombinfunktion des gewéhnlichen Plasmas und 
Serums ist auch seine Fahigkeit, unter dem EinfluB des Howell schen 
Heparins eine verstarkte Antithrombinwirkung zu entfalten, an das 
Serumalbumin gebunden [{Naheres bei Wéhlisch (3)|. Nach neueren 
Untersuchungen von Astrup und Darling kommt diese Heparin- 
Komplementwirkung oder Co-Inhibitorwirkung einem anderen Teil 
der Albuminfraktion zu wie die gewéhnliche Antithrombinwirkung. 
Ohne eine Aufteilung des Gesamtalbumins im Sinne von Astrup und 
Darling zu versuchen, priiften wir den Einflu&8 der Atherextraktion 
auf die Heparinkomplementwirkung des Serumalbumins (Teil Ll, B 4). 

In einer letzten Untersuchungsreihe endlich (Teil Il, B5)_ be- 
faBten wir uns mit der Schutzwirkung des Serumalbumins gegeniiber 
der anscheinend spontanen Alterung des Fibrinogens in gereinigten 
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Fibrinogenlésungen, und zwar unter dem Eindruck der sehr auffallenden 
Tatsache, dal} dieser EiweiBkérper im isolierten Zustande sehr viel 
schlechter haltbar ist wie im nativen Plasma. Daf es auch im Plasma 
schlieBlich zu einem Schwinden des Fibrinogens kommt, hat bereits 
Barratt gezeigt. 
Il. Experimenteller Teil. 
A. Methodisches. 


Das Serumalbumin wurde aus Pferdeoxalatplasma nach dem bei 
Wohlisch und Griining beschriebenen Verfahren dargestellt. Die Ver- 
wendung von Serum als Ausgangsmaterial verbietet sich deshalb 
weil das Serumalbumin in unseren Versuchen vollig frei von Thrombin 
sein muBte. 

In mehreren Versuchen wurde mit ather- bzw. chloroform- 
extrahiertem Serumalbumin gearbeitet. Die Albuminl6sungen wurden 
hierzu im Verhiltnis 1:1 mit reinstem Ather bzw. Chloroform (pro 
nareosi) versetzt und mehrmals (drei- bis fiinfmal) je 4 Stunden auf 
der Schiittelmaschine geschiittelt. Nach dieser Zeit wurde die Albumin 
lésung vom Ather bzw. Chloroform im Scheidetrichter getrennt und 
mit frischem Extraktionsmittel versetzt. Nach beendigter Extraktion 
wurde die Eiwei8lésung im Vakuum oder durch Dialyse vom Extrak- 
tionsmittel méglichst weitgehend befreit. Sodann wurde der Eiweif- 
gehalt nach Kjeldahl ermittelt und die Lésung durch entsprechende 


Verdiinnung mit physiologischer Kochsalzlésung auf einen Eiweil- 


gehalt von 1° eingestellt, ebenso die als Kontrollen dienenden Lé- 
sungen von genuinem Serumalbumin. 

Die Herstellung des Serumglobulins sowie des Pferdefibrinogens 
geschah in der bei Wéhlisch und Griining beschriebenen Weise. Die 
Gewinnung des schwerer fillbaren Rinderfibrinogens erfolgte durch 
1/. Sattigung mit Ammonsulfat nach Me Lean [vgl. Wohlisch (3, 4)). 

Das Thrombin wurde als Trockenpulver nach dem Kombinations- 
verfahren von Bleibtreu [vgl. Wohlisch (3, 4)| hergestellt. Zam Versuch 
wurde eine 1°Zige Lésung des Pulvers in 0,9°,iger NaCl-Lésung ver- 
wendet. q 

Zu den Trypsinversuchen verwendeten wir eine 0,25° ,ige Lésung 
des Trypsinpraparates der Firma Merck in 0,9°%iger NaCl-Lésung 

Wie bereits angedeutet, betrug also der Eiweibgehalt aller Protein- 
lésungen 1,0°), die NaCl-Konzentration stets 0.9%. 


B. Versuchsergebnisse. 


1. EinfluB der Chloroformextraktion auf die Antithrombin 
funktion des Serumalbumins. 
Aus dem als Beispiel fiir 11 gut tibereinstimmende Versuche aus- 
fiihrlich wiedergegebenen Versuch der Tabelle 1 geht der EinfluB einer 
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Chloroformextraktion auf die Antithrombinfunktion des Serumalbumins 
deutlich hervor. 
Die verwendete Thrombinl6sung wurde mit dem gleichen Volumen 
a) einer 0,9% igen NaCl-Lésung als Kontrolle (Th + NaCl), 
b) einer 1% igen Lésung von genuinem Serumalbumin (Th +- SA gen.), 
¢) einer 1%igen chloroformextrahierten Lésung von Serumalbumin (Th 
+ SA chlorof.) 
bei der Temperatur von 37° C verschieden lange 0, 24, 48 und 72 Stunden 
in Kontakt gelassen und nach Ablauf dieser Kontaktzeiten (KZ) gegen- 
iiber einer 1% igen Lésung von Pferdefibrinogen auf ihre Aktivitat gepriift. 


Tabelle I. 





a b c 
Th + Nacl Th + SA gen. Th SA chlorof. 
GZ GZ 
Min. Min. 
0 0,25 0,4 
24 1,0 90 
48 33 118 
72 6,5 210 
GZ, 
GZr3 


Q = 0,038 0,0019 


Aus den im Vergleich zu der Kochsalzkontrolle der Spalte a sehr 
langen Gerinnungszeiten der Spalte b ist eine mit steigender Kontakt- 


zeit zunehmende starke Inaktivierung des Thrombins durch das genuing 
Serumalbumin zu ersehen. Als MaB der inaktivierenden Wirkung sind 


0 ° . ° 
, d.h. die Quotienten aus der Ge- 


GZ 
rinnungszeit GZ, des Sofortversuchs (Kontaktzeit 0) und der Ge- 
rinnungszeit GZ. nach 72stiindigem Kontakt des Thrombins mit den 


in Tabelle L die Werte @Q 


magesetzten Lisuhgen angegeben. Die Q-Werte geben also an, auf 
welchen Bruchteil der Anfangsaktivitét die Thrombinmischungen im 
Laufe der 72stiindigen Versuchsdauer absinken. 

Das chloroformextrahierte Albumin der Spalte ¢ laBt, wie ein 
Vergleich mit Spalte a zeigt, keinerlei inaktivierende Wirkung erkennen, 
da die Gerinnungszeiten sogar erheblich hinter denen der Kontrolle 
zurtickbleiben. Das genuine Serumalbumin kann also durch Chloroform- 
behandlung ebenso seiner Antithrombinwirkung beraubt werden, wie 
dies nach Minot und P. Bordet beim Serum selbst der Fall ist. Die 
Versuche bilden einen weiteren Beleg fiir die Auffassung, daB das Anti- 
thrombin mit einem Bestandteil der Serumalbuminfraktion identisch ist. 

Da, wie aus den ()-Werten der Spalten a und ¢ hervorgeht, der 
Aktivitatsverlust des mit chloroformbehandeltem Albumin versetzten 
Thrombins nur ungefahr 1/,, von dem der albuminfreien Kontrolle 
bet ragt. scheint dem so verinderten Albumin eine gewisse Schutzwirkung 
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gegen den inaktivierenden EinfluB der Alterung der Thrombinlésung 
zuzukommen. Allerdings miiBte noch gepriift werden, was uns aus 
auBeren Griinden bisher nicht méglich war, ob es sich hier nicht einfach 
um die Wirkung etwa noch zuriickgebliebener Spuren von Chloroform 
selbst handelt. 


2. EinfluB einer Globulinvorbehandlung des Thrombins 
auf die Antithrombinfunktion des Serumalbumins. 


Wohlisch und Griining erhielten bei Variation der Konzentration 
des Serumalbumins bei Zimmertemperatur ein Maximum der Anti 
thrombinwirkung bei 2,0 bis 2,5°% Albumin. AuBerdem fanden sie einen 
wesentlich schwacheren, der Konzentration proportionalen thrombin- 
hemmenden EinfluB des Serumglobulins. Da im nativen Plasma oder 
Serum beide Eiweibkérper nebeneinander vorkommen, interessierte 
die Frage, ob hinsichtlich der antithrombischen Wirkung eine gegen- 
seitige Beeinflussung der Einzelwirkungen der beiden Proteine statt- 
findet. 

In dem ausfiihrlich wiedergegebenen Versuch der Tabelle LL wurde 
bei einer Temperatur von 37°C die Antithrombinwirkung des Serum- 
albumins und des Serumglobulins allein sowie die Antithrombinwirkuny 
des Serumalbumins nach 24stiindigem Kontakt des Thrombins mit 
Serumglobulin gepriift. Die Symbole der Tabelle haben folgende Be 
deutung : 

Th 1°>ige Thrombinlésung, 

NaCl - 0,9%ige Kochsalzlésung, 

SA gen. = 1 %ige genuine Serumalbuminlésung, 

SG gen. 1% ige genuine Serumglobulinlésung, 

Fg = 1%ige Fibrinogenlésung, 

GZ - Gerinnungszeit, 

KZ Kontaktzeit. 


Tabelle IL. 





aaete ] Gerinnungssystem 
0,5 Th + 0,5 NaCl (KZ 24 Std.) + 0,6SA (KZ 20Min.) + 0 
0,.6Th ++0,6SG (KZ 24S8td.) +0,5SA (KZ 20Min.) + 0 

0,5 Th + 0,5 NaCl (KZ 24 Std.) + 0,5SG (KZ 20 Min.) + 
)+ 0 


5 
. 
5 
0,5 Th + 0,5 NaCl (KZ 24 Std.) +0,5 NaCl (KZ 20 Min.) + 0,5 


Fg | 
Fg || 
Fg || 
Fg 


Ansatz Nr. 1 im Vergleich mit Nr. 4 als Kontrolle zeigt den be- 
kannten thrombinhemmenden EinfluB8 des Serumalbumins allein. 
Ansatz Nr.3 im Vergleich mit Nr. 4 als Kontrolle zeigt den ebenfalls 


bekannten viel schwacheren thrombinhemmenden EinfluB des Serum- 
globulins allein. 
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Ansatz Nr. 2 im Vergleich mit Nr. 1 zeigt, daB durch Vorbehandlung 
des Thrombins mit Serumglobulin die thrombinhemmende Wirkung des 
Serumalbumins eine auBerordentliche Steigerung erfahrt. Ais MaB dieser 
inaktivierenden Wirkung des Globulins in der Kombination mit Albumin 
kann in Analogie zu den Verhialtnissen der Tabelle I der Quotient 
aus den GZ-Werten der Ansitze Nr. 1 und Nr. 2 gebildet werden. der 
angibt, auf welchen Bruchteil der Aktivitat des globulinfreien Thrombin- 
Albumingemisches die Aktivitét durch Globulinvorbehandlung des 


Thrombins absinkt. Der Quotient hat fiir die Daten der Tabelle I 
ax , 


den Wert () O,119. 


210 

In Tabelle IIL ist dieser Effekt durch Wiedergabe der (-Werte 
aller nach dem Schema des ausfiihrlich wiedergegebenen Versuchs 
der Tabelle II angestellten Versuche kurz belegt, und zwar in der Reihen- 
folge steigender Hemmungswirkung, d. h. abnehmender Q-Werte. Auf- 
fallend ist die starke Schwankungsbreite der Versuche. 


Tabelle III. 





Nr. bd Nr. @ 





Versuch Versuch | Versuch 


3 0,24 | 5 0,12 


{ 0,20 } 0,018 
3. Einwirkung des Trypsins auf die Antithrombinfunktion 
des Serumalbumins. 

Die nachstehenden Versuche zeigen, daf es durch Trypsinzusatz 
gelingt, die Gerinnungsaktivitdt des durch Serumalbumin gehemmten 
Thrombins nicht unerheblich zu verstdrken. 

Im Thermostaten bei 37°C wurde der Gerinnungsvorgang in den 
zu vergleichenden drei Gerinnungssystemen der Tabelle IV gleichzeitig 
beobachtet. 

Hier bedeuten auBer den bereits bekannten Symbolen: 

Th--NaCl = Thrombin (1%) + NaCl (0,99) 1:3, 
Th—SA Thrombin (1%) + Serumalbumin (1°%,) 1: 3. 
Tryp == 0,25%ige Trypsinlésung (Merck). 


Tabelle IV. 





Ansatz a 
Gerinnungssystem 


‘h—NaCl(KZ 24 Std.) 
Th-SA (KZ 24 Std.) 
‘h—SA_ (KZ 24 Std.) + 0,25 Tryp . 
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Ansatz Nr. 2 zeigt im Vergleich mit Nr. 1 eine durch den bei 18°C 
erfolgten 24stiindigen Kontakt des Thrombins mit Serumalbumin 
hervorgebrachte Verlangerung der Gerinnungszeit von 37 auf 90 Mi 
nuten. Durch den Zusatz des Trypsins im Ansatz Nr. 3 geht die Ge- 
rinnungszeit auf 45 Minuten, d. h. fast auf den Wert der serumalbumin- 
freien Kontrolle 1 zuriick. 

Als MaB des durch Trypsinzusatz hervorgebrachten Reaktivierungs- 
effektes kann der Quotient Q aus den Gerinnungszeiten des durch 
Serumalbumin gehemmten Thrombins und des durch Trypsin teilweise 
reaktivierten Thrombin-Serumalbumingemisches gebildet werden. Er 

90 
hat in unserem Falle also den Wert Q — 2,0. 
45 

Der Ausfall von simtlichen nach Art der Tabelle [V angelegten 
Versuchen ist in Tabelle V kurz durch die Angabe der Quotienten ( 
zusammengefaBt. Die Aktivierungseffekte sind von der gleichen 
GréBenordnung wie in Tabelle LV. 


Tabelle V. 





Versuch Versuch 
Nr. Q Nr. @ 
1 1,5 4 2,0 
2 1,8 5 8,2 
3 2,0 


Was die Deutung der Versuche betrifft, so k6nnte man daran denken, 
daB durch den Trypsinzusatz die inaktivierende Bindung des Thrombins 
an das Serumalbumin teilweise riickgangig gemacht und so eine Re- 
aktivierung des Metathrombins erreicht wird. Man sollte dann aber 
annehmen, da8 auch das Metathrombin eines Serums durch Trypsin 
reaktiviert werden kann. Indes ist es uns bisher in mehreren zur Priifung 
dieser Frage angestellten Versuchen nicht gelungen, im Serum einen der- 
artigen Effekt nachzuweisen. Worauf dieser Unterschied im Verhalten 
des Thrombin-Serumalbumingemisches einerseits und des Serums 
andererseits gegeniiber dem Trypsin beruht, vermégen wir einstweilen 
nicht anzugeben. 


4. Einflu®B der Atherextraktion auf die Heparinkomplement- 
wirkung des Serumalbumins. 

Tabelle VI zeigt, daB die Extraktion mit Ather das fiir die Heparin- 
wirksamkeit als eine Art Komplement fungierende Serumalbumin in- 
aktiviert. 

Fibrinogen, genuines Serumalbumin (SA gen.), atherextrahiertes 
Serumalbumin (SA ather.) sowie Thrombin wurden in 1 °{iger, He- 
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parin (Hep) in 0,6 %Ziger, NaCl in 0,9 °/iger Lésung verwendet. Wahrend 
Heparin-Albumin (Ansatz 3) die Gerinnungszeit gegeniiber der heparin- 
freien Kontrolle (Ansatz 1) sowie gegeniiber der heparinhaltigen, abe: 
albuminfreien Kontrolle (Ansatz 2) auf iiber das Doppelte verlingert, 
weist die Gerinnungszeit mit Heparin und atherextrahiertem Albumin 
(Ansatz 4) ungefahr den gleichen Wert auf wie die ungehemmten Kon- 
trollen (Ansatz 1 und 2). 


Tabelle VI. 





ones Gerinnungssystem Gz 
Nr. ’ Min 
1 0,5 Fg +- 0,1 NaCl (KZ 5 Min.) + 0,5 NaCl + 0,5 Th ....... 0,50 
2 0,6 Fg + 0,1 NaCl (KZ 5 Min.) + 0,5 Hep + 0,5 Th ....... | 0,55 
3 0,5 Fg + 0,1 SAgen. (KZ 5 Min.) + 0,5 Hep + 0,5 Th ...... 1,33 
4 0,5 Fg + 0,1 SAaeth. (KZ 5 Min.) + 0,5 Hep + 0,5 Th ...... 0,58 


5. Einwirkung des Serumalbumins auf die Alterung des 
Fibrinogens. 
Wie einleitend erwahnt, ist es sehr auffallend, daB das Fibrinogen 
in einem Plasma wesentlich linger gerinnungsfahig bleibt als in einer 
von den anderen EiweifSkérpern des 





Plasmas weitgehend befreiten Fibrinogen- fm 

'ésung. Ist die Ursache dieses Verhaltens | 

die Anwesenheit des Serumalbumins, so a Fe T : * =] 
miiBte die Zugabe dieses KiweiBkérpers pare eres oe ‘erat et OD 
eine konservierende Wirkung auf das Fibri- | | | 
nogen ausiiben. Abb. 1 als Beispiel fiir [? iy 
sieben gleichsinnig ausgefallene Versuche 8 


bestatigt die Richtigkeit dieser Annahme. 


Zwei Proben einer | %igen Fibrinogen- 
lésung, von denen die eine mit dem gleichen 
Volumen 0,9°%iger Kochsalzlésung, die an- 
dere mit dem gleichen Volumen 1°%iger 














Serumalbuminlésung von 0,9° Kochsalz- Alter —we 
gehalt versetzt war, wurden im Thermo- Abb. 1. Gerinnungszeit GZ einet 
staten bei 37°C aufbewahrt und in Ab- albuminfreien und einer albumin- 


haltigen Fibrinogenlésung als 


standen von je 24 Stunden auf ihre Ge- / 
tanden vy je 24 Stunden auf ihre Ge Seaihieesde Sibienden Sitiatenin 


rinnungsfahigkeit mit Thrombin gepriift. 


Wahrend das Gemisch von Albumin und Fibrinogen nur eine 
geringe und langsame Zunahme der Gerinnungszeit aufweist, steigt 
die der albuminfreien Fibrinogenlésung zwischen 48 und 72 Stunden 
steil an. Kurz darauf ist die Gerinnungsfahigkeit vollstandig ge- 
schwunden. 











E. Wohlisch u. V. Kéhler: 


In einigen orientierenden Versuchen konnten wir feststellen, dab 
auch dem Serumglobulin ein ahnlicher, jedoch wesentlich schwiacheret 
fibrinogenkonservierender Effekt zukommt. 


Was die Deutung dieser Schutzwirkung betrifft, so ist es naheliegend. 
das Verschwinden der Eigenschaften des genuinen Fibrinogens mit der 
Wirkung eines proteolytischen Ferments in Verbindung zu_ bringen. 
welches durch das Serumalbumin eine Hemmung erfahrt. Vielleicht 
handelt es sich um die gleiche Proteinase, die nach friiheren Arbeiten 
aus unserem Institut im Plasma durch héhere Harnstoffkonzentrationen 
(Diebold; Woéhlisch und Jiihling, Jiihling und Woéhlisch), im Plasma 
und in Fibrinogenlésungen auch durch Behandlung mit lipoidlésenden 
Mitteln (Jiihling) in Freiheit gesetzt werden kann. 


Zusammenfassung. 


1. Durch Extraktion mit Chloroform kann die antithrombische 
Wirkung des Serumalbumins vollstandig aufgehoben werden. Das 
chloroformextrahierte Serumalbumin tibt eine gewisse Schutzwirkung 
gegeniiber der spontanen Aktivitaétsabnahme (Alterung) von Thrombin- 
lésungen aus. 

2. Durch Vorbehandlung des Thrombins mit dem an sich nur 
schwach antithrombischen Serumglobulin erfaihrt die antithrombische 
Wirkung des Serumalbumins eine in einigen Fallen hochgradige 
Verstarkung. 

3. Durch Zusatz von Trypsin zu einem Serumalbumin-Thrombin- 
gemisch laBt sich eine partielle Aufhebung der durch das Albumin 
hervorgebrachten Thrombinhemmung erreichen. Dagegen ist es bisher 
nicht gelungen, durch Trypsinzusatz zu einem Serum eine Reaktivierung 
des Metathrombins zu erzielen. 

‘4. Durch Atherextraktion kann die Heparinkomplementwirkung 
des Serumalbumins aufgehoben werden. 

5. Serumalbumin hat auf die mit Verlust der Gerinnbarkeit durch 
Thrombin verbundene spontane Veranderung der Fibrinogenlésung 
einen verzégernden EinfluB. Hierdurch erklart sich wahrscheinlich 
die bessere Haltbarkeit des Fibrinogens im Plasma im Vergleich zu 
gereinigten Fibrinogenlésungen. Diese Schutzwirkung des Serum- 
albumins beruht vielleicht auf einer Hemmung fibrinogenzerstérender 
Proteasen. 
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Ascorbinsiureoxydase und Neutralsalzwirkung. 
Von 
L. Armentano und Helene A.-Barték. 
(Aus der Medizinisch Diagnostischen Klinik der kgl. ung. Franz. Joseph- 
Universitat in Kolozsvar, Ungarn.) 


(Eingegangen am 23. Januar 1942. 
gegan 


Die rasche Oxydation des Vitamins C kommt auf katalytischem 
oder fermentativem Wege zustande. Bekanntlich geniigen schon 2 y 
Cupri-Ionen, um die Oxydation, deren Geschwindigkeit in einem ge- 
raden Verhaltnis zu der Konzentration der Cupri-Ionen steht, in Gang 
zu bringen. Die fermentative Oxydation wurde zuerst durch Szent- 
Gyorgyt, dann durch Tauber und Kleiner erwahnt, denen es gelungen 
war, aus Kohl bzw. Kiirbis ein Oxydaseferment herzustellen. In bezug 
auf die Spezifitaét dieses Ferments gehen die Meinungen stark aus- 
einander. Wahrend die Ascorbinséiure nach Tauber, Kleiner und Misch- 
kind durch das aus dem Kiirbis erzeugte Ferment spezifisch oxydiert 
wird, sind Stotz, Harrer und King, ferner Lunde und Lie der Ansicht, 
daB es sich um eine unspezifische Ascorbinséiureoxydase handle. Uber 
das Wesen und die Zugehérigkeit des Ferments herrscht diese!be Un- 
stimmigkeit. Stotz, Harrer und King, ferner Kubowitz halten das aus 
verschiedenen Pflanzen hergestellte Ferment fiir eine komplexe Kupfer- 
EiweiB-Verbindung, nach Spruyt und Vogelsang soll hingegen zwischen 
der Ascorbinséureoxydase und dem Kupfergehalt des erzeugten Ferments 
kein Zusammenhang bestehen. 

In einer friiheren Mitteilung konnte der eine von uns zeigen, dab 
die. katalytische Oxydation durch die Neutralsalze NaCl, KCl und 
CaCl, in schwacher Konzentration beschleunigt, tiber eine gewisse (m/2) 
Konzentration hinaus gehemmt und bis zu einem gewissen Grade 
sogar vereitelt werde. Aus den Versuchsergebnissen ist darauf zu 
schlieBen, daB diese Wirkung nicht durch die Kationen, sondern durch 
die Chlorionen ausgeiibt werde. Fiir die kinetische Wirkung der Salze 
ist bezeichnend, daB die Reaktion durch die eine positive Wirkung 
aufweisenden Neutralsalze in verdiinnten Lésungen beschleunigt, in 
konzentrierten Lésungen gehemmt wird, da sich die Aktivitatsfaktoren 
der Ionen in verdiinnten Lésungen anders verhalten als in konzen- 
trierten. Man darf daher annehmen, da man es auch hier mit einer 
kinetischen Salzwirkung zu tun habe. 

Auf Grund der eben erwaihnten Versuchsergebnisse muBten wir 
uns fragen, ob durch die konzentrierte Lésung der Neutralsalze nur 
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die katalytische oder auch die fermentative Oxydation gehemmt werde. 
Die Klarung dieser Frage erscheint um so wichtiger, als ein Teil der 
Verfasser der Ascorbinsiureoxydase die Spezifitat abspricht und auch 
hier eine Mitwirkung der Cupri-lonen annimmt. 

Nach Wachholder fehlen der Skorbutnahrung nicht bloB Vitamin C 
und die Salze der Schwermetalle, sondern auch die Ascorbinsaure- 
oxydase- bzw. Dehydrasefermente, also alle jenen Stoffe, welche die 
Oxydation des Vitamins C férdern. Nach Wachholder \aBt sich in den 
Organen des an Skorbut erkrankten Meerschweinchens mehr Vitamin C 
nachweisen, als dem Bedarfsminimum entspricht. Die Versuche dieses 
Forschers ergaben, daB die Entstehung der Hypo- bzw. Avitaminose 
nicht nur von der mangelhaften Vitamin C-Gabe, sondern auch von 
dem Verbrauch der zugefiihrten Ascorbinsiure, d. h. in erster Linie 
von der Menge der mit der Nahrung aufgenommenen Ascorbinsaure- 
oxydase abhange. Diese Fermente werden je nach der Nahrung in 
verschiedenen Mengen mit dem Harn ausgeschieden. 

Unsere Versuche dienten zunaichst der Erforschung der im Harn 
Gesunder und Kranker vorhandenen Fermente: diese Bestrebungen 
stieBen auf gewisse Schwierigkeiten, da es bekanntlich bisher kein 
Verfahren gibt, mit dessen Hilfe man Vitamin C im Harn lingere Zeit 
hindurch stabilisieren kann. Bei den Untersuchungen, welche die 
genaue Bestimmung des Stoffwechsels und der C-Hypovitaminose 
zum Gegenstand haben, bildet diese rasche Oxydation ebenfalls ein 
Hindernis. Die durch die verschiedenen Verfasser empfohlenen Schutz- 
‘na Bnahmen verfo!gen durchwegs den Zweck, die rasche Spaltung durch 
Verschiebung des pu des Mediums in saurer Richtung hintanzuhalten. 
Diesbeziiglich gibt folgender Versuch naheren AufschluB. Gleiche 
Mengen Harn derselben Person werden mit jewei!s gleichen Mengen 
Ascorbinsiure vermengt und das Verhalten der letzteren unter Zusatz 
verschiedener saurer Stoffe beobachtet (s. Tabe!le 1; die Zahlenangaben 
in dieser und den folgenden Tabellen bezichen sich auf die Menge 
nicht oxydierter Ascorbinséure). Im schwefe!sauren Medium tritt 
alsba'd Oxydation auf; Oxalsiure coder Carbolsiure bieten einen ge 
wissen Schutz, noch mehr Sulfosalicylsiure; weitaus besser bewalhrt 
sich Metaphosphersiure und am besten das Gemenge von Sulfo- 
salicylsiure und Glutathion (nach Wachholder). Die Ergebnisse zeigen 
jedoch, daB man auch heute noch iiber kein Verfahren verfiigt, 
das imstande wire, das Einsetzen der Ascorbinséureoxydation tiber 
4 Stunden hinaus aufzuschieben. 

Da friihere Versuche gezeigt hatten, dai’ NaCl, KCl und CaCl, 
in gleicher Konzentration nahezu dieselbe Wirkung ausiiben, unter- 
suchten wir nun der Einfachheit wegen die Neutralsalzwirkung blo} 
in bezug auf NaCl und priiften die Schutzwirkung desselben in der 
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Tabelle I. 80cem Harn + 50mg VitaminC. 
20 ccm 
+ 90 ee L ON ce L 0e 20 %ige 
PrP 20 ¢cem By dry By eg Sulfc alley l- + 20 cem 
Leit Metaphos- _20 %oige Schwefel-  Sulfosaliey!- sdure Oxalsiiure 
phorsiiure | Carbolsiiure siiure siiure 100 mg 
Glutathion 
mg mg mg mg mg ing 
0’ 50,4 50,4 50,4 50.4 50,4 50,4 
lh 50,4 50,0 45,0 | 50,2 50,4 50,0 
2h 50,4 47,0 22,0 50,2 50,4 50,0 
4h 50,0 44,0 12,0 49,0 50,0 50,0 
14h 42,0 35,0 ‘4 43,0 48,0 39,0 
1Tag 36,0 25,0 35,0 48,0 14,0 
2 Tage 13,0 é 27,0 d 
es 4,0 20,0 
r ee “ 9,0 


Konzentration m/l auf ahnliche Weise wie im oben erwahnten Versuch: 
Je 80cem Harn derselben Person wurden mit je 50 mg Ascorbinsaéure 
vermengt und dieses Gemenge mit 20 eem 5°iger Metaphosphorsaure, 
100 mg Glutathion + 20cem 20%iger Sulfosalicylsiure oder mit 
5,8g NaCl versetzt. Die Bestimmungen wurden im sauren Medium 
unter Verwendung von Dichlorphenolindophenol ausgefiihrt. 

Im Gegensatz zu destilliertem Wasser ist m/1 NaCl nicht imstande, 
die Ascorbinsaéure zu stabilisieren, obwohl die Oxydation entschieden 
verringert wird. Dies geschieht aber bloB in dem Mabe, wie es durch 
die Kompensation der katalytischen Wirkung der im Harn vorhandenen 
geringen Menge der Cupri- bzw. Ferri-lonen zu erwarten ist. Obwohl 
diese Wirkung durch das Ansaiuern mit 10 °% HCl wesentlich zu steigern 
und obwohl dieses Schutzverfahren im einschlagigen Schrifttum als eines 
der besten angefiihrt ist (die Bestimmungen wurden mit dem Tillmanns- 
schen Reagens ausgefiihrt), war es doch unméglich, das Einsetzen der 
Oxydation in 4 bis 5 Stunden zu verhindern. 

Wodurch wird nun die rasche Oxydation des Vitamins C im Harn 
verursacht ? Zweifellos nicht nur durch die verschiedenen Oxydase- 
fermente. Bekanntlich werden Oxydasen durch Hitze rasch vernichtet : 
zur Zerstérung der Ascorbinséureoxydase geniigt z.B. das 1 Minute 
lange Kochen. Im Laufe unserer Versuche konnten wir jedoch folgendes 
beobachten: Waren der verwendete Harn 5 Minuten lang gekocht und 
somit simtliche Oxydasen vernichtet worden, so brachte dies keine 
Verminderung des Maes und der Geschwindigkeit der Oxydation des 
nachtraglich hinzugefiigten Vitamins C mit sich (s. Tabelle II). Nach 
Stepp und Schréder wird Vitamin C durch einzelne Colistamme auf- 
fallend rasch gespalten; wir muBten daher die Méglichkeit ausschlieBen, 
da der unaufhaltbare Zerfall durch die Harnbakterien verursacht 


werde. Im Rahmen einer anderen Versuchsreihe wurde also der Harn 
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zum Teil mit Hilfe eines Seitz-Filters entkeimt und sein Verhalten 
mit ungefiltertem, aber sonst in gleicher Weise behandeltem Harn 
verglichen (Tabelle III). Zu unserer nicht geringen Uberraschung 
wurde die Oxydation im keimfreien Harn in jedem Falle beschleunigt, 
obwohl bei diesen Harnportionen dieselben Schutzverfahren angewendet 
worden waren. Durch diese Versuchsreihe erfuhr die Feststellung von 
Esselen, William und J. E. Fuller, daB gewisse Bacterienstimme (Coli, 
Enterococcus) eine hemmende Wirkung ausiiben, eine Bestatigung. 
Nach Widenbauer und Salm wird das Reduktionsvermégen der Ascorbin- 
sdure durch die Urochrom-B-Fraktion auf eine bisher unbekannte 
Weise gehemmt, wenn man die Bestimmungen mit Hilfe des Methy!en- 
blauverfahrens ausfiihrt. Wir muBten daher auch mit der Méglichkeit 
rechnen, daB die Oxydation der Ascorbinséiure durch die Farbstoffe 
des Harns beschleunigt werde. Wir extrahierten daher aus verschiedenen 
Harnen das Urochrom B und untersuchten die Oxydation der Ascorbin- 


Tabelle IT. 80cem Harn + 50mg VitaminC. 








Ungekocht Gekocht 
+ 20cem~ ‘ i rs + 20 cem 
20 %ige Lo 20 %ige + 20 ce 
Zeit Sulfosalicyl- + 20ecem Bo. hey Sulfosalicyl- +,20 eem 1b Mae 
sire | 10 %ige 116 R¢ siiure 10 %ige ’ hers ‘ 
+100mge | HCl HO+6 88! +100 me HCI was OF tie 
Glutathion | Glutathion 
mg mg mg mg mg mg 
0’ 51,0 51,0 51,0 51,0 51,0 51,0 
3h 50,5 51,0 51,0 51,0 49,0 51,0 
5h 50,0 50,0 49,0 50,5 49,0 49,0 
12h 47,0 47,2 49,0 46,5 | 41,4 47,0 
2 Tage 37,0 32,8 41,0 29,3 24,2 35,0 
: Se 23,0 21,2 32,8 12,4 11,6 27,2 
ee od 7,6 26,0 4 | d 14,5 
oy 4,2 3,8 23,0 7,6 
. eee 6 6 15,8 1,8 
Tabelle IIT. 80 cem Harn + 50 mz Vitamin (GC. 
Ratt eee ee | Durch Seitz-Filter 
Kontrolle | Gekocht filtriert und gekocht 
+ 20 com | vies | + 20 ecm ¥ of 20 com . 
20%ige | + | 20 %ige + 20 20 %ige L 20 ee 
Zeit Sulfosalieyl toxin Sulfosaliey!- | “49 Oige | Sulfosalicyl- | “yg o,ige 
siiure 4 siure 1 4+ 5S siiure 1+5.8¢ 
+ 100 mg ease ' + 100mg nig ir + 100 mg a BP . 
| Glutathion | Glutathion Glutathion 
| mg | ing mg mg mg mg 
i} ] 
0’ 53,0 53,0 53,0 53,0 53,0 53,0 
3h 50,0 53,0 47,0 48,2 46,6 48,4 
7h 48,0 49,0 46,6 48,0 46,0 48,0 
22h 33,0 46,0 29,4 43,3 26,6 39,0 
2Tage 13,0 35,0 12,4 30,6 I 5,8 27,2 
an ¢ 15,0 F] 13,0 I 7] 3,8 
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siure sowohl im urochromfreien Harn wie auch in der Urochrom B- 
Fraktion. 


Zur Entfernung von Urochrom B wird der Harn mit Ammonsulfat 
gesittigt; durch das Schiitteln im Scheidetrichter mit konz. Alkohol wird 
die Urochrom B-Fraktion abgesondert, hierauf trennt man die beiden Teile 
(den urochromhaltigen und den urochromfreien) voneinander. Nun wird 
die alkoholische Urochrom B-Lésung eingeengt und dann in soviel zweimal 
des illiertem Wasser gelést, wie dies der Menge des urochromfreien Teiles 
entspricht. 


SchlieBlich verglichen wir das Verhalten der auf verschiedene 
Weise behandelten Harnportionen miteinander, wobei stets dieselbe 
Menge Vitamin C verwendet wurde (Einzelheiten s. in Tabelle IV). 





Tabelle TV. 80ccm Harn (S. T. norm.) + 50mg Vitamin C. 


Pe heeug 20 cem Normal 100 ccm | 10 Seige 
‘ +20 ee : Normal- l¢ 
oa. Dasselbe, 10 %jge Dasselbe, UrochromB “harp _ destilliertes | —. 
| Switosalicy!- aberohne| WC] ohne in 100cem_ ¢g P.) ae | 
Zeit siiure Uro- Uro- || destilliert. {50 1 ‘me || eaaas 
r ro TT +50 mg + 50 mg + 50 mg 


+ 100m . + 5,88 ” a 
Glutethion chrom B NaCl. chrom B Wasser VitaminC, Vitamin C |Vitamin € 


mg mg mg mg mg mg | mg | mg 


61 51 50 51 50 50 
48,4 | 61 45,8 48,5 45,8 44,5 
48,4 51 41,4 46,6 43,2 39,8 
41,4 46.6 22,9 39,7 31,9 23,2 
41,0 | 42,2 1,5 82.0 | 216 7,4 
27,6 37,8 ] 3,0 17,2 GF) 
18,1 32,5 6 12,9 

3,4 21,9 ; 7,5 


Dieser Versuch fiihrte zu dem Ergebnis, daB die Oxydation im 
urochromfreien Harn verhaltnismaBig vermindert ist. Bei dem einen 
Teilversuch konnten wir noch nach 24 Stunden 90% der Vitamin C- 
Menge nachweisen. Im urochromhaltigen Anteil ist jedoch die Ge- 
schwindigkeit der Oxydation auch im Verhaltnis zum destillierten 
Wasser gesteigert; auch im Carbamidversuch ist sie beschleunigt. 


Es wiirde zu weit fiihren, wollte man die diesbeziigliche Wirkung 
simtlicher im Harn vorhandenen Stoffe priifen. In Anbetracht der 
oben erwahnten friiheren Versuche, die sich mit dem Verhalten der 
Anionen und Kationen befaBten, erscheint die SchluBfolgerung ge- 
stattet, daB es im Harn Stoffe gibt, welche die Oxydation férdern, sowie 
solche, die sie hemmen; die ersteren sind stets in tiberwiegender Mehrzah| 
vorhanden. Auer durch die Salze der Schwermetalle, die Oxydase- 
fermente und durch die Neutralsalze in schwacher Konzentration wird 
die Oxydation auch durch Carbamid und durch Urochrom B gesteigert. 

Da die groBe Menge der im Harn vorhandenen organischen und 
anorganischen Stoffe die Beurteilung der durch die Neutralsalze auf 
die Oxydasefermente ausgeiibten Wirkung sehr erschwert, verwendeten 
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wir im weiteren Verlauf unserer Versuche Oxydasefermente, die aus 
Gemiise- und Obstarten hergestellt worden waren. Da es sich um 
kurzdauernde Versuche handelte, bedienten wir uns zur Herstellung 
der Oxydasefermente des Verfahrens von Wachholder. 







Je 2ccm der teils durch (15 mg) Glutathion, teils durch m/1 NaCl 
stabilisierten 15 mg%igen Vitamin C-Lésung wurden mit 1 cem Phosphat- 
puffer (pH = 5,7) versetzt und mit je 2cem des aus Gemiise, Obst o. dgl. 
angefertigten Oxydaseferments vermengt. Die Lésungen wurden bei 37° C 
im Thermostaten aufbewahrt und die Oxydation nach 2, 5 Minuten, 1 und 
12 Stunden bestimmt. Der Einfachheit wegen werden die Werte in % aus- 
gedriickt und sie besagen, wieviel % der in 2 ccm vorhandenen Ascorbin- 
siure oxydiert worden sind. 










Die Ergebnisse dieser Untersuchungen (Tabellen V, VI, VII) 
stimmen im wesentlichen mit den von Wachholder angegebenen Werten 








Tabelle V. Faihigkeit roher Gemiise Vitamin C zu oxydieren 
(Zahlenwerte = %). 














Glutathion m/l NaCl 


2’ lh 12h 





lh 


iS] 
















NUE eee te eee eee 100 - 100 - 

OOD 5 seis. ei Ne. 13 61 100 13 62 79 
PER ee ae ee ere a 16 50 100 16 50 100 
BOUCPRIOUS ow ik ee ccc ce 10 37 100 10 16 95 
Saucrampfer ........5.6.% 10 32 100 10 21 100 
MMR rg gira 4, 6 pied ik 13 27 100 13 29 100 
MONNO (BFED). oo. c0 sacs vee os 10 26 100 18 28 100 
MUPONe COPURY oe ok as os oes 4 15 92 15 92 
RG 6 ape» aera ge are 10 12 79 " 5 79 
NE ns Ghakt carunssaies « 6 8 93 4 15 92 
PN rat Le ciraaca a 4a 4 0 18 4 0 37 
Glutathion-Kontrolle ...... 4 fF 4 _ ~ 





NaCl-Kontrolle 







Tabelle VI. 


Fahigkeit roher Gemiise und Gewiirze Vitamin 









oxydieren (Zahlen = %). 


















Glutathion m/l NaCl 





lh 12h 


lh 12h 








NIN Fa. Bh tikes ch ks { 100 










DOIN 65.5 lng ods 64 0 10 87 100 10 53 100 
DE git wa ail ge ¥o:5'4 13 71 100 13 55 100 
UME ok cc ek cadens es 13 69 100 13 25 100 | 
DR isivicd engine vedi.) 5 21 92 5 19 92 
Paprika (scharf) .......... 7) 10 100 iD 13 100 
MU orc os Oy hea woo 8 é 7 8 “4 7 7 | 
Paprika (608) ............ 4 4 93 4 0 93 
Rettich (Radieschen) ...... 6d 4 10 4 4 10 
Glutathion-Kontrolle ...... 4 4 "1 : 





NaCl-Kontrolle ........... 





424 L. Armentano u. H. A.-Bartok: 


Tabelle VII. Fahigkeit von Obstarten Vitamin C zu oxydieren 
(Zahlenwerte = %). 





Glutathion m/1 NaCl 








lh lh 


Zuckermelone 58 35 
Himbeere 30 60 
Pfirsich 23 3 

Apfel (,,Herbstsorte*) 

Birne 

Aprikose 

Erdbeere (edel) 

Stachelbeere 

Johannisbeere 78 

Apfel (,,Sommersorte‘) .... 

Glutathion-Kontrolle 

NaCl-Kontrolle 


iiberein, doch sind einige Unterschiede zu erwihnen. Die oxydative Wir- 
kung der Fermente lieB bei unseren Versuchen im allgemeinen einen 
langsameren Verlauf erkennen, ferner konnten wir die Erfahrung 
machen, daB der Oxydasegehalt derselben Obstart je nach der Gattung 
groBe Schwankungen aufweist, wie z. B. bei einzelnen Apfelgattungen. 
Wahkrend wir bei sog. Sommerapfeln keine Oxydase fanden, war diese 
bei den sog. Herbst- und Wintersorten in groBen Mengen nachzuweisen. 
Zwischen dem Ascorbinsiureoxydase- und dem Vitamin C-Gehalt der 
Gemiise- und Obstarten besteht allem Anschein nach ein gewisser 
Gegensatz. Besonders fallt dies bei Kiirbis, Gurke und Banane, in 
geringerem Grade bei Riibe, Salat und Zuckermelone auf; diese Pflanzen- 
teile enthalten sehr viel Oxydase, Vitamin C hingegen bloB in Spuren 
oder in sehr geringen Mengen. Citrone, Johannisbeere, Zuckererbse, 
Tomate, Spinat und Paprika, die bekanntlich sehr reich an Vitamin C 
sind, enthalten jedoch bloB sehr wenig Oxydase. Eine Ausnahme 
bilden Blumenkohl, Petersilie, verschiedene Kartoffelarten u.a.m., 
bei denen nicht nur Oxydase, sondern auch Vitamin C reichlich vor- 
handen sind. 


Unsere Untersuchungen ergaben, dai die Neutralsalze (in konzen- 
trierter Lésung) nicht imstande sind, die fermentative Oxydation zu 
verhindern. Wahrend die Ascorbinsiuremenge bei den Kontrollen 
unverandert geblieben ist, wurde das Vitamin C durch die in den ver- 
schiedenen Obst- und Gemiisearten vorhandenen Oxydasen in dem 
in den Tabellen angefiihrten Mae oxydiert. Wir diirfen daher den 
SchluB ziehen, daf die Funktion der Ascorbinséiureoxydase nicht auf 
einer Kupferwirkung beruhe und da8 die fermentative Oxydation von 
der katalytischen Oxydation scharf zu trennen sei. 
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Ascorbinséureoxydase und Neutralsalzwirkung. 


Zusammenfassung. 


Im Harn gibt es nicht nur Stoffe, welche die Oxydation des Vita- 
mins € férdern, sondern auch solche, die sie hemmen: durch das Uber- 
gewicht der ersteren laBt sich die Schutzwirkung nicht leicht nach- 
weisen. Es bedarf weiterer Untersuchungen, um festzustellen, ob es 
sich bei den Schutzstoffen tatsachlich um Bacterien handelt oder nicht. 
AuBer durch die Schwermetallsalze und Oxydasefermente wird die 
Oxydation des Vitamins C auch durch Urochrom B und durch Carbamid 
deutlich beschleunigt. Abgesehen von einzelnen Ausnahmen scheint 
zwischen dem Ascorbinséureoxydasegehalt und dem Vitamin C-Cehalt 
der Gemiise- und Obstarten ein gewisser Antagonismus zu bestehen. Der 
Oxydasegehalt ist auch bei den einze!nen Obst- bzw. Gemiisegattungen 
betrachtlichen Schwankungen unterworfen. Die Wirkung der Ascorbin- 
siureoxydase beruht nicht auf einer Kupferwirkung, sie ist also von 
der katalytischen Oxydation scharf zu trennen. 
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Absorptionen und Absorptionsverschiebungen 
von Muskelfarbstoff im Wellenlingenbereich von 
600 bis 655 my und griine Myoglobinabkémmlinge. 

Von 
Eduard Bechtold. 
(Aus der Gewerblichen Berufsschule im Hoppenlau, Stuttgart.) 


(Eingegangen am 26, Januar 1942.) 


Myoglobin ergibt unter dem EinfluB von Nitriten zunachst saures 
Metamyoglobin. LaBt man Nitrit lingere Zeit, etwa 3 bis 5 Tage, ein- 
wirken, so nimmt der Farbstoff ein rétlichgriines Aussehen an und 
schillert wie Schmier6l. Er zeigt dann einen Absorptionsstreifen, der 
gegeniiber der Lage des Rotstreifens von saurem Metamyoglobin um 
10 my. violettwarts verschoben ist. Sein Maximum befindet sich bei 
etwa 630myp. Das Maximum des Rotstreifens von saurem Meta- 
myoglobin liegt demgegeniiber bei etwa 640 mu. 

Wird auf den neuen Farbstoff vorsichtig Ammoniak geschichtet. 
so wandert das Maximum seines Absorptionsstreifens von 630 auf 620 m1), 
verschiebt sich also nochmals um 10my. Gleichzeitig tritt bei 650 bis 
655 my. ein weiterer Streifen auf. 

Mit 2 Jahre alten Lésungen von hochgereinigtem Metamyoglobin 
konnten die angegebenen Farbstoffverinderungen nicht erzielt werden. 

Sie gelangen dagegen leicht mit frischen Ausziigen aus meta- und 
oxymyoglobinhaltigem Rinderhackfleisch. Solche Farbstofflésungen 
kénnen durch UbergieBen von 100 g méglichst magerem Rinderhack- 
fleisch mit 100 cem Wasser dargestellt werden. 2 bis 3ccm der filtrierten 
Farbstofflésung sind mit einem sehr groben Korn Natriumnitrit zu 
versetzen. Mit Kaliumnitrit erfolgen die Umwandlungen langsamer 
als mit Natriumnitrit. 


il. 


Fiir die Aufklirung der Beziehungen zwischen eisenhaltigem 
Atmungsferment und Myoglobin-Cytochrom ist es von Bedeutung. 
da8 Myoglobin nicht nur rote, sondern auch mischfarbene und griine 
Farbstoffe ergeben kann. Uber mischfarbene und griine Myoglobin 
derivate wurde von Bechtold 1935 berichtet (1). Aus diesem Jahr 
stammen auch die hier mitgeteilten Beobachtungen. 

Reine Myoglobinlésungen, die mit Hilfe von Hydrazinhydrat oder 
verdiinntem Pyridin (+ NagS,0,4) mehrmals reversibel in Cytochrom 
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bzw. Oxymyoglobin umgewandelt werden (2) und hernach mehrere 
Tage sich selbst iiberlassen bleiben, nehmen schliefSlich eine blaB- bis 
kraftiggriine Farbe an. Absorptionen sind in der Regel nur andeutungs- 
weise zu sehen. 

Ein kraftig griiner Farbstoff wird erhalten, wenn eine mit Natrium- 
nitrit 3 bis 5 Tage gestandene Lésung ungereinigten Farbstoffs nach 
Ammoniakeinwirkung mit Hydrazinhydrat versetzt wird. Unter 
bestimmten Umstinden geht dieser kraftig griine Farbstoff schon nach 
kurzer Zeit in eine rosarote Lésung von ,,modifiziertem Myohaimatin‘ 
(Mac Munn) iiber. Es erfolgen dann spektral nachstehende Ver- 
anderungen: 

1. Der Absorptionsstreifen bei 650 bis 655 myu., welcher nach Zugabe 
von Ammoniak zu der mit Natriumnitrit gestandenen Muskelfarbstoff- 
lésung in Erscheinung tritt, verschwindet ; 

2. der Streifen 620 my. verbreitert sich sehr stark; 

3. unter bestimmten, nicht naiher zu kennzeichnenden Umstinden 
tritt bei 550my eine zunehmend starker werdende Absorption auf. 
Dieser ist zunichst ein Anlaufschatten vorgelagert, der am Ende der 
Umwandlung verschwunden ist. Er reicht bis etwa 566m. Die 8-Bande 
zu dem Streifen bei 550 my. befindet sich bei 520m. Je mehr die 
Absorption bei 550 my, zunimmt, desto mehr nimmt die Absorption bei 
620 my. ab. Wenn nur noch die Absorption bei 550 my. zu sehen ist, so 
ist auch der Farbumschlag von Griin nach Rosa vollzogen. Eine Riick- 
verwandlung des roten Farbstoffs in Oxymyoglobin durch Schiitteln 
mit O, 1aBt sich nicht erreichen. 


Nach Fertigstellung der vorliegenden Abhandlung erschienen in 
dieser Zeitschrift ,.Bemerkungen zu einer Arbeit von E. Bechtold 
und K. Pfeilsticker: Reversible Umwandlung von Myoglobin in Cyto- 
chrom“ (2) von H. Theorell (3), deren Sinn dahingeht, Cytochrom c kénne 
nicht von Myoglobin hergeleitet werden. Eine sachliche Stellungnahme 
zu der Ansicht von Herrn T'heorell wird demnachst in dieser Zeitschrift 
veréffentlicht werden. 
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